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Resumo 
O kefir é um leite fermentado produzido pela ação de bactérias ácido-lácticas, 
bactérias ácido-acéticas e leveduras contidas nos seus grãos, onde vivem em simbiose 
envolvidas por uma matriz de polissacáridos (kefiran). Este produto, de origem 
caucasiana, é considerado alimento probiótico com propriedades benéficas para a saúde, 
sendo ideal para pessoas intolerantes à lactose, proporcionando uma melhor digestão e 
funcionamento do intestino. Esta dissertação teve como objetivo avaliar a qualidade 
físico-química e sensorial em produtos derivados de kefir, durante diferentes tempos de 
fermentação, nomeadamente 12, 24, 48 e 72 horas, leite e iogurte líquido natural. Foi 
realizado um plano HACCP para um batido de kefir com frutos vermelhos, onde se 
definiram, como pontos críticos de controlo, as etapas de mistura e armazenamento 
refrigerado.  
Na avaliação da qualidade físico-química os resultados obtidos foram: o pH obtido 
para o Kefir24h (4,60) foi o que mais se aproximou do pH do iogurte (4,23); também no 
teor de acidez, o Kefir24h (250 mL/L) apresentou-se mais próximo do iogurte (269,5 
mL/L) do que as restantes amostras. O teor de matéria gorda do Kefir24h foi o valor mais 
baixo de todas as amostras (1,96%), no entanto, os teores de matéria gorda das 6 
amostras não apresentaram diferenças significativas entre elas; os teores de proteína 
bruta obtidos em cinco das amostras, com exceção do iogurte, foram bastante próximos. 
Na determinação do teor de lactose, os resultados demonstraram que ao longo da 
fermentação a lactose foi sendo consumida e degradada pelas bactérias, o iogurte 
(4,06%), apesar de possuir menos lactose do que o leite (4,83%), apresenta mais do que 
o Kefir24h (3,90%). Verificou-se que o leite obteve um teor de açúcares totais de 3,09%, 
valor próximo do teor do Kefir12h (2,88%). Na determinação da cinza total existiram 
algumas inconsistências. Na quantificação dos ácidos gordos verificou-se que existiu um 
aumento significativo dos ácidos gordos caproico, caprílico, cáprico, láurico e mirístico no 
kefir com frutos vermelhos com uma semana quando comparado com o kefir com frutos 
vermelhos inicial ou com as restantes amostras. O ácido palmítico foi o que apareceu em 
maiores percentagens em todas as amostras. 
Na análise sensorial verificou-se que ao comparar o produto com um iogurte com 
frutos vermelhos comercial, apesar dos indivíduos preferirem o aspeto do kefir, em 
termos gerais, preferiram o iogurte, e afirmaram que o odor se apresentou bastante 
desagradável e que era ácido demais. Na prova de aceitação, e de acordo com os 
resultados obtidos, de 51 provadores, 47 comprariam o produto e apenas 4 se 
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recusariam. Tendo em conta os resultados que se obtiveram na prova de aceitação 
conclui-se que este produto foi bastante aceite pelos provadores. 
Tendo em conta, todos os resultados, conclui-se que, em termos gerais, o kefir 
fermentado durante 24 horas demonstrou ser o mais indicado para todos os 
consumidores, principalmente os intolerantes à lactose.  
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Abstract 
Kefir is a fermented milk produced by the action of lactic acid bacteria, acetic acid 
bacteria and yeasts contained in its grains, which live in symbiosis surrounded by a matrix 
of polysaccharides (kefiran). This product, of Caucasian origin, is considered a probiotic 
food with beneficial properties for health, making it ideal for people with lactose 
intolerance, providing better digestion and bowel function. This work aimed to evaluate the 
physicochemical and sensory quality products derived from kefir during different 
fermentation times, namely 12, 24, 48 and 72 hours, milk and natural yoghurt. A HACCP 
plan was developed for a kefir smoothie with red fruit and the steps of mixing and 
refrigerated storage were defined as critical points. 
In the evaluation of the physico-chemical quality results were: pH obtained for the 
Kefir24h (4,60) was near to the pH of the yogurt (4,23); also in the acidity, the Kefir24h 
(250 mL / L) appeared closer to the yogurt (269,5 mL / L) than the other samples. The fat 
content of the Kefir24h was the lowest of all the samples (1,96%), however, the fat 
content of the 6 samples showed no significant differences between them; the total protein 
obtained in the five samples except the yogurt, were very close. In the quantification of the 
lactose content the lactose content, the results showed that throughout the fermentation 
the lactose was being consumed and degraded by bacteria. The yogurt (4,06%), despite 
having less lactose than milk (4,83%) presents more than Kefir24h (3,90%). It has been 
found that the milk obtained a total sugar content of 3.09%, a value close to the Kefir12h 
content (2,88%). In the determination of the ash content there were some inconsistencies. 
In the quantification of fatty acids it was found that there was a significant increase in 
caproic, caprylic, capric, lauric and myristic fatty acids in kefir with red fruits after a week 
when compared with the initial kefir with red fruits or other samples. Palmitic acid was 
appeared at higher percentages in all samples. 
In the sensory analysis it was found that when comparing the product with a 
commercial red fruit yogurt in spite of individuals prefer the look kefir, in general, they 
preferred yogurt, and stated that kefir was an unpleasant odor, manely high acidity. In the 
test of acceptance, and in accordance with results obtained from 51 panellists, 47 and 
only buy the product 4 would refuse. Taking into account the results that were obtained in 
the test of acceptance was concluded that this product has been widely accepted by the 
tasters. 
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Taking into account all the results, it is concluded that, in general, kefir fermented 
for 24 hours has proved to be the most suitable for all consumers, especially those who 
are lactose intolerant. 
 
Keywords: kefir, HACCP, lactose, milk, red fruits 
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1. Introdução 
O leite é um alimento equilibrado e naturalmente rico em nutrientes entre os quais 
proteínas, hidratos de carbono, lípidos, vitaminas e sais minerais. As proteínas do leite 
são de elevado valor nutricional (entre 3 e 4% da sua composição), essenciais para o 
desenvolvimento e boa saúde dos tecidos e são uma fonte de aminoácidos 
indispensáveis, que o organismo humano não consegue produzir. Os hidratos de carbono 
no leite (4 a 6%), apresentam-se normalmente sob a forma de lactose que desempenha 
um papel importante no equilíbrio da flora intestinal (Lönnerdal, 1997). O teor lipídico é 
constituído por gorduras de fácil digestão, sobretudo ácidos gordos saturados e 
monoinsaturados, no entanto as gorduras representam apenas cerca de 3,5% do leite 
gordo e entre 1,5 e 1,8% do meio gordo. O leite magro praticamente não possui gordura. 
O leite inclui essencialmente vitaminas B1, B2, B12, A e D, cálcio, sódio, potássio, fósforo 
e zinco, não apresentando vitamina C e ferro. As vitaminas A e D, lipossolúveis, perdem-
se na eliminação da gordura para obter o leite magro (Lönnerdal, 1997). 
O leite é um alimento rico em cálcio, indispensável para a formação e boa 
manutenção dos ossos. O homem atinge a densidade óssea máxima aos 20 anos, a 
partir dessa idade ocorre uma erosão progressiva que se acentua na menopausa, nas 
mulheres, e a partir dos 55 anos, nos homens. Em pessoas com carência de cálcio, o 
processo de erosão intensifica-se, podendo dar origem a uma descalcificação dos ossos 
(osteoporose). Este é o motivo pelo qual se deve ingerir de 800 a 1200 mg de cálcio 
diariamente, dependendo da idade e/ou sexo (Lönnerdal, 1997; Deco Pro teste) 
 
1.1 Lactose e Lactase  
A lactose é um hidrato de carbono, mais especificamente um dissacarídeo 
redutor, composto por dois monossacarídeos: a glicose e a galactose. Esta é o único 
hidrato de carbono do leite e é exclusiva deste alimento, devido ao facto de apenas ser 
produzida nas glândulas mamárias dos mamíferos: no leite humano representa cerca de 
7,2% e no leite de vaca cerca de 4,7%. A lactose é hidrolisada pela lactase na célula 
intestinal para que os seus componentes possam ser absorvidos por transporte ativo para 
dentro dessas células (Terra, 2007). 
A lactase é produzida na mucosa intestinal, na zona superficial das 
microvilosidades do intestino delgado. A sua localização superficial torna-a vulnerável a 
qualquer agressão à mucosa intestinal, podendo deixar de ser produzida 
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temporariamente até à recuperação da mucosa ou permanentemente se a lesão for 
irreversível (Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia). 
Ao longo do crescimento e na vida adulta, o uso de leite de outros mamíferos, 
pode causar perturbações digestivas, mais ou menos graves, podendo variar entre 
pequenas indisposições a complicações que podem impedir as atividades do dia a dia. 
Isto deve-se ao facto de, por norma, após o desmame, o homem manter apenas uma 
fração da atividade intestinal da lactase, comparativamente aos recém-nascidos, e por 
isto algumas pessoas não conseguem digerir a lactose (Terra, 2007). 
 
1.2 Intolerância à Lactose 
De acordo com a Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia, cerca de um terço 
da população Portuguesa sofre de intolerância à lactose. (Sociedade Portuguesa de 
Gastrenterologia). 
A intolerância à lactose é tipicamente diagnosticada pelo histórico de sintomas 
gastrointestinais que ocorrem após a ingestão de leite e derivados. Esta pode ser 
testada, por exemplo, por: testes do hidrogénio no ar expirado e de tolerância à lactose, 
dosagens enzimáticas na mucosa intestinal, pesquisa de substâncias redutoras nas 
fezes, glicose e pH fecal, curvas glicémica e galactosémica (Sociedade Portuguesa de 
Gastrenterologia). 
A intolerância pode ser de dois tipos: primária - a mais comum - é uma condição 
permanente, determinada geneticamente e tem origem na redução da atividade da 
lactase. Desenvolve-se naturalmente, ao longo do tempo, com a diminuição da produção 
de lactase desde a infância até à idade adulta. A quantidade de lactose que causa 
desconforto varia de indivíduo para indivíduo, dependendo da quantidade de lactose 
consumida, do grau de insuficiência da lactase e da composição nutricional do alimento 
no qual a lactose é ingerida. Existem situações muito raras em que a criança nasce sem 
a capacidade de produzir lactase, rejeitando o próprio leite materno. As crianças que 
nascem prematuramente estão mais predispostas a ter deficiência de lactase porque os 
níveis desta enzima só aumentam a partir do terceiro trimestre de gravidez (Mattar et al, 
2010). 
A intolerância à lactose pode ainda ser do tipo secundária, uma condição 
temporária onde a atividade da lactase é reduzida devido a doenças ou lesões que 
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prejudicam a mucosa intestinal (como por exemplo doença celíaca não tratada, doença 
de Chron, etc.). Quando a doença ou a lesão é curada, a atividade da lactase é 
recuperada. A intolerância pode ser permanente se a lesão for irreversível (Mattar et al, 
2010).  
A lactose que não é hidrolisada em glicose e galactose permanece no intestino e 
atua osmoticamente atraindo água para o intestino. As bactérias existentes fermentam a 
lactose não digerida o que dá origem a ácidos gordos de cadeia curta, dióxido de carbono 
e hidrogénio. A ação osmótica pode provocar diarreias e a ação bacteriana pode 
provocar desconforto, distensão e dores abdominais, além de náuseas e flatulência. A 
combinação destes sintomas pode levar ao desequilíbrio eletrolítico, desidratação, 
letargia, irritabilidade e acidose metabólica (Terra, 2007). 
A população mundial está dividida em três grupos, quanto à prevalência de 
intolerância à lactose nos indivíduos adultos: grupo de alta prevalência (60% a 100%), 
que são os que possuem tradições agrícolas e de caça e que nunca beberam leite, ou 
que passaram a ingeri-lo há poucos milhares de anos (índios das Américas, esquimós, a 
maioria do povo africano, povos do Médio Oriente e da Ásia e os seus descendentes, 
judeus e árabes que ingerem leite desde a antiguidade mas em forma de produtos 
lácteos fermentados); grupo de prevalência intermédia (30% a 60%), que é constituído 
por africanos mestiços, mistos de europeus com orientais e com índios; e grupo de baixa 
prevalência (0% a 30%), que são os que têm tradição pastoril e têm consumido leite e 
produtos ricos em lactose por um longo período histórico (africanos de origem hamita, 
europeus do Norte e Centro e alguns indianos e árabes) (Terra, 2007). 
Os indivíduos intolerantes à lactose podem consumir uma pequena quantidade de 
lactose, até 6g (ou 6%), sem que se manifestem os sintomas característicos. Este grupo 
de indivíduos, em alternativa ao leite, pode consumir derivados lácteos com baixo teor de 
lactose, como queijos duros, leites fermentados (iogurtes), leites com baixo teor de 
lactose, por exemplo através da utilização de Kefir (Mattar et al, 2010). 
 
1.3 O Kefir 
O Kefir é um leite fermentado ácido-alcoólico, originário das montanhas do 
Cáucaso, do Tibete e Mongólia, há muitos séculos atrás. O povo do Cáucaso descobriu 
que o leite fresco colocado em bolsas de couro de vez em quando fermentava e originava 
uma bebida efervescente. Nos países de origem, o Kefir até agora tem sido produzido 
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principalmente a partir de leite de ovelha, enquanto que na Europa a sua produção em 
escala comercial se restringe basicamente ao leite de vaca (Fontán et al, 2005). 
O Kefir é o produto da fermentação do leite com grãos de Kefir e culturas-mãe 
preparadas a partir, também, de grãos de Kefir. Os grãos apresentam forma irregular, e 
têm aspeto de uma massa gelatinosa, os quais podem variar entre 1 e 6 mm de diâmetro. 
Contêm uma composição variável e complexa de microrganismos que inclui bactérias 
ácido-lácticas, ácido-acéticas e leveduras acopladas com caseína e açúcares complexos 
numa matriz de polissacarídeos. Os lactobacilos representam a maior parcela dos 
microrganismos presentes nos grãos de Kefir (65% a 80%), os lactococos e as leveduras 
completam a restante parcela (Mainville et al, 2005; Codex Alimentarius,1997).  
A composição da população microbiana pode diferir se os grãos de Kefir tiverem 
origens diferentes ou mesmo se forem produzidos por diferentes métodos e substratos. A 
relação simbiótica existente entre os microrganismos presentes nos grãos indica a 
existência de espécies específicas que estão sempre presentes em conjunto nos grãos 
Kefir. Entre as bactérias ácido-lácticas isoladas de Kefir encontram-se: Lactobacillus 
acidophillus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus parakefiri, Lactococcus lactis e 
Leuconostocs mesenteroides. Entre as leveduras isoladas de grãos encontram-se: 
Kluyveromyces marxianus, Torula kefir, Saccharomyces exiguus e Candida lambica. 
Foram ainda isolados: Acetobacter aceti, A. rasens e Geotrichum candidum (Codex 
Alimentarius, 1997; Irigoyen et al, 2004). 
A FAO/WHO define normas alimentares para as culturas starter do Kefir, os grãos 
de Kefir, Lactobacillus kefiri, espécies do género Leuconostoc, Lactococcus e 
Acetobacter. Também incluem Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces unisporus, 
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces exiguus (Mainville et al, 2005; Codex 
Alimentarius, 1997). 
As leveduras são importantes na fermentação do Kefir devido à produção de 
etanol e dióxido de carbono. Os grãos de Kefir contêm geralmente leveduras lacto-
fermentativas (Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Torula kefir), bem como 
leveduras que não são lacto-fermentativas (Saccharomyces cerevisiae) (Irigoyen et al, 
2004). 
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O polissacarídeo principal é uma substância solúvel em água conhecida como 
Kefirano, produzido por várias espécies homofermentativas de Lactobacillus incluindo 
Lactobacillus kefiranofaciens e Lactobacillus kefir (Terra, 2007). 
A composição do Kefir depende diretamente do tipo de leite utilizado na 
fermentação. Durante a fermentação ocorrem alterações na composição dos nutrientes e 
de outros ingredientes do leite. Os principais produtos finais da fermentação são ácido 
láctico (derivado de aproximadamente 25% da lactose original presente no leite), 
acetaldeído, acetoína, etanol, diacetil e dióxido de carbono. Além disso, durante a 
fermentação, a vitamina B1, B12, cálcio, aminoácidos (valina, leucina, lisina e serina), 
ácido fólico e vitamina K, aumentam no Kefir. Em alguns casos os teores de tiamina e 
riboflavina tendem a diminuir (Gϋzel-Seydim et al, 1999). 
Após cerca de 24 horas de fermentação, os grãos de Kefir podem apresentar um 
aumento de massa de aproximadamente 25%. Este aumento de massa possibilita a sua 
distribuição entre os produtores caseiros de Kefir. A distribuição é tradicionalmente 
realizada pela doação dos grãos excedentes a pessoas interessadas em cultivar o Kefir e 
esta forma simples de distribuição é responsável pela utilização do Kefir em todo o 
Mundo (Terra, 2007). 
O Kefir pode ser feito de qualquer tipo de leite (vaca, cabra, ovelha, camelo, 
búfalo, etc…) e tem as seguintes características: pH cerca de 4,0; teor alcoólico de 0,5% 
a 2%; o teor de gordura depende do tipo de leite utilizado, o gosto é ácido, irritante e com 
um ligeiro sabor a levedura. A acidez acentuada e o sabor a levedura, em conjunto com a 
sensação de irritação, provocada pelo dióxido de carbono produzido pela flora de 
leveduras, pode ser considerado o sabor típico do Kefir (Irigoyen et al, 2004). 
Os microrganismos presentes nos grãos de Kefir, os atributos químicos, e as 
tecnologias de fabrico do leite são fatores que influenciam as características 
microbiológicas, físico-químicas e sensoriais do Kefir durante o armazenamento (Fontán 
et al, 2005). 
Os benefícios de consumir Kefir na dieta são inúmeros, como por exemplo, os 
efeitos antibacterianos, imunológicos, antitumorais e hipocolesterolémicos (Terra, 2007). 
A composição microbiológica do Kefir indica que este é um alimento probiótico 
complexo com um elevado número de bactérias e leveduras que coabitam em simbiose 
considerados probióticos. Em função das propriedades probióticas o Kefir é um alimento 
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que deve ser indicado não somente para indivíduos intolerantes à lactose, como também 
para todos os indivíduos que não possuem tal diagnóstico (Carvalho et al, 2009). 
 
1.4 Produção de Kefir 
O Kefir é tradicionalmente produzido através da adição de grãos de Kefir (2% a 
10% do pelo do leite), à temperatura ambiente (20oC a 25oC), a uma quantidade de leite 
previamente pasteurizado. A fermentação do leite dura aproximadamente 24 horas e 
após esse período, filtram-se os grãos de Kefir que serão novamente sujeitos a 
fermentação e o filtrado obtido é utilizado como bebida (Terra, 2007). 
O processo industrial pode ocorrer de duas formas: semelhante ao método 
tradicional, utiliza os grãos de Kefir para a fermentação do leite, mas o tempo de 
fermentação é menor para se evitar a produção de carbono, que pode causar o 
enchimento da embalagem e recusa por parte do consumidor. Uma outra forma de 
processo é a utilização de culturas de Kefir previamente selecionadas compostas por 
microrganismos de interesse industrial estando disponíveis comercialmente misturas 
liofilizadas dessas culturas. O produto final obtido com grãos de Kefir possui uma 
variedade maior de microrganismos que o Kefir obtido de uma mistura de um número 
pequeno de culturas puras (Zajšek et al, 2009). 
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2. Revisão da Literatura 
Na literatura científica, existem muitos estudos sobre as características 
microbiológicas de grãos de Kefir e sobre as características microbiológicas e 
bioquímicas de Kefir (produto acabado). No entanto, informações sobre as mudanças que 
ocorrem durante o processo de fermentação são escassas e só se referem à formação 
de ácidos orgânicos e substâncias que conferem sabor durante o processo (Fontán et al, 
2005). 
Fontán M. et al (2005) elaboraram um estudo acerca das alterações 
microbiológicas e químicas durante o fabrico de Kefir realizado com leite de vaca, 
utilizando uma cultura starter comercial. Neste artigo foram determinados, durante 196 h 
de fermentação: contagem de mesofilos aeróbios totais, bactérias ácido-lácticas (em três 
meios de cultura diferentes, agar M17, agar MSE, e agar Rogosa) e leveduras, e alguns 
parâmetros bioquímicos (níveis de lactose, glicose, galactose, L (+) - e D (-)-ácido-
lácticos, etanol, acidez titulável e pH) em cinco lotes de Kefir feito a partir de leite de vaca 
utilizando uma cultura starter comercial (Fontán et al, 2005). 
Após realizado o estudo Fontán M. et al (2005) verificaram que durante as 
primeiras 48 horas de fermentação o Lactococcus spp. predominou (≈ 810 ufc g-1) e o 
Lactobacillus spp. tornou-se a espécie predominante após 48 horas (≈ 8,510 ufc g-1). 
Durante as primeiras 24 horas de fermentação, o teor de lactose diminuiu de um valor 
médio de 4,92% (w/w) para 4,02% (w/w), a concentração de L (+)-ácido-lático aumentou 
de 0,01% para 0,76% (w/w) e o pH diminuiu para 4,24 no mesmo período. Após 24 horas 
de fermentação, as mudanças nos níveis de lactose e L (+) – ácido-lático, e no pH, 
ocorreram mais lentamente. Nem a glicose nem a galactose foram detetadas durante a 
fermentação. A produção de etanol foi limitada, atingindo um valor médio final de 0,018% 
(w/w) (Fontán et al, 2005). 
Num outro estudo sobre as alterações em determinados parâmetros 
microbiológicos, físico-químicos e sensoriais do Kefir durante o armazenamento 
refrigerado, Irigoyen A. et al (2004) realizaram uma preparação de lotes de Kefir 
utilizando 1% e 5% de adição de grãos de Kefir e as amostras para análise foram 
retiradas 24 horas após a inoculação e em seguida após 2, 7, 14, 21 e 28 dias de 
armazenamento a 5oC (Irigoyen et al, 2004).  
Depois da fermentação, 24 h após a inoculação, foi verificada a presença de 
lactobacilos e lactococos (108 ufc/ml), leveduras (105 ufc/ml) e bactérias ácido-acéticas 
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(106 ufc/ml). A flora microbiana ácido-láctica diminuiu em cerca de 101,5 entre os dias 7 e 
14 e, em seguida, estabilizou. A contagem de leveduras e bactérias ácido-acéticas, 
lactose e pH mantiveram-se constantes ao longo do período de armazenamento, 
enquanto que o conteúdo de gordura total e matéria seca diminuiu. A percentagem 
inoculada exerceu influência pelo que nos lotes de amostras efetuados com a adição de 
1% de grãos de Kefir obteve-se uma maior contagem de bactérias ácido-láticas, lactose e 
pH, enquanto que os lotes de amostras efetuadas com 5% de adição de grãos de Kefir 
obteve-se uma contagem mais elevada de leveduras e bactérias ácido-acéticas e 
viscosidade. Os conteúdos em gordura total e a matéria seca foram semelhantes em 
ambos os lotes de amostras. A análise sensorial das amostras de Kefir revelaram níveis 
de aceitabilidade máxima nos 2 primeiros dias de armazenamento (Irigoyen et al, 2004). 
Mainville I. et al (2005) elaboraram um estudo que trata a caracterização polifásica 
de bactérias ácido-lácticas no Kefir. Este estudo foi elaborado a fim de compreender a 
fermentação do Kefir, a composição do produto final, e tornar possível realizar alegações 
sobre as propriedades probióticas deste produto, e obter uma compreensão clara da 
microflora que deve ser alcançada (Mainville et al, 2005). 
Neste estudo as bactérias ácido-lácticas do Kefir foram isoladas e caracterizadas 
através de métodos fenotípicos, bioquímicos e genotípicos. Uma análise polifásica dos 
resultados permitiu a identificação da microflora ao nível da estirpe. O género 
Lactobacillus foi representado pelas espécies Lb. Kefir e Lb. kefiranofaciens. Foram 
isoladas as subespécies de Lactococcus lactis (lactis e cremoris). Foi ainda encontrada 
Leuconostoc mesenteroides subespécie cremoris (Mainville et al, 2005). 
O Kefir estudado por Mainville I. et al (2005) contém poucas espécies de bactérias 
ácido-lácticas, mas mostrou um elevado número de estirpes diferentes. Mainville I. et al 
(2005) descobriram que a abordagem por análise polifásica aumenta a confiança na 
determinação da estirpe. Este estudo ajudou a confirmar os grupos de estirpes e 
demonstrou que podem ter um impacto sobre a filogenia das estirpes (Mainville et al, 
2005). 
Witthuhn R.C. et al (2004) desenvolveram um estudo onde realizaram uma 
caracterização da população microbiana em diferentes fases de produção de Kefir e 
cultivo em massa de grãos de Kefir. Neste estudo foram utilizados, para o isolamento e 
identificação de microrganismos, sete meios de crescimento seletivos com características 
morfológicas e bioquímicas (Witthuhn et al, 2004). 
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O número de microrganismos durante a produção variou entre 4,6 x 103 e 2,6 x 
108. Foi isolada Zygosaccharomyces sp. a partir de grãos de Kefir tradicionais e depois 
de aplicadas as condições de cultivo, durante o cultivo em massa, detetou-se a presença 
de Candida lambica e C. krusei. Embora estas duas espécies estejam presentes noutros 
leites fermentados, este estudo foi o primeiro a assinalar a sua presença no Kefir. 
Espécies de Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus e Cryptococcus foram isolados dos 
grãos tradicionais, Lactobacillus plantarum estava presente nos grãos cultivados em 
massa, mas não nos grãos de Kefir tradicionais (Witthuhn et al, 2004). 
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram claramente que a composição 
dos grãos de Kefir, em termos de espécies microbianas, varia conforme os métodos 
utilizados durante a produção do Kefir e dos grãos de Kefir. Os isolados de leveduras 
foram identificados como C. lambica e C. krusei e em conjunto com Lactobacillus 
plantarum, não foram encontrados em grãos de Kefir tradicionais. Neste estudo, certos 
microrganismos conseguiram crescer em mais do que um meio específico e isto só se 
tornou aparente quando os microrganismos isolados foram identificados. Os dados 
obtidos neste estudo, portanto, indicam que a composição microbiana dos grãos de Kefir 
não pode ser definida sem serem tidos em conta fatores como os métodos de produção 
de Kefir, a origem dos grãos e o método de identificação de microrganismos. Todos estes 
fatores contribuem para a variedade de população microbiana encontrada nos grãos de 
Kefir (Witthuhn et al, 2004). 
Há alguns anos foi elaborado um estudo para a determinação de ácidos orgânicos 
e substâncias voláteis do sabor durante a fermentação de culturas starter de Kefir. Neste 
estudo realizado por Gϋzel-Seydim Z.B. et al, (1999) as amostras foram coletadas nos 
tempos 0, 5, 10, 15 e 22 h de fermentação (pH final = 4,6). As amostras foram 
analisadas, por HPLC, para a presença de ácido orótico, cítrico, pirúvico, úrico, láctico, 
acético, butírico, propiónico e hipúrico. A produção de acetaldeído, etanol, acetoína e 
diacetil foi monitorizada através de GC (Gϋzel-Seydim et al, 1999). 
Gϋzel-Seydim Z.B. et al (1999) obtiveram os seguintes resultados: os níveis de 
ácido orótico, cítrico e pirúvico diminuíram ligeiramente durante a fermentação, o ácido 
hipúrico foi totalmente consumido em 15 h de incubação. Os ácidos acético, propiónico e 
butírico e o diacetil não foram detetados, a produção de etanol começou apenas após 5 h 
de incubação enquanto que a produção de acetaldeído e acetoína aumentou durante a 
fermentação (Gϋzel-Seydim et al, 1999). 
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Foi realizado um estudo, por Harta O. et al, (2003) acerca da propagação de 
grãos de Kefir, vigorosamente gaseificados, num sistema batch, utilizando várias 
soluções puras e mistas de hidratos de carbono (Harta et al, 2003). 
Das experiências realizadas a 30oC com meios líquidos sintéticos contendo 
açúcares simples, a que continha frutose (pH 5,5 e 5 g/l de concentração Kefir inicial), 
apresentou a maior produção de biomassa (20,75 g) numa experiência de 24 horas. 
Foram ainda utilizadas misturas de açúcares e a experiência que continha glicose e 
sacarose na proporção fixa de 1:3, demonstrou ser a mais eficaz, produzindo 27,25 g de 
biomassa de Kefir (Harta et al, 2003). 
Harta O. et al, (2003) estudaram ainda a Cinética de bioconversão do açúcar. Os 
resultados obtidos são importantes para a previsão de medidas eficazes da utilização, a 
baixo custo, de vários resíduos alimentícios para a produção de biomassa de Kefir e a 
possibilidade da sua utilização como uma nova cultura (Harta et al, 2003). 
Para determinar a capacidade do Kefirano, um exopolissacárido obtido dos grãos 
de Kefir, para formar filmes e o efeito da adição de glicerol em diferentes concentrações 
nas propriedades do filme, Piermaria J.A. et al (2007) elaboraram um estudo onde 
verificaram que o Kefirano foi capaz de formar filmes em concentrações que variaram 
entre 5 e 10 g/kg. A concentração de 10 g/kg foi a selecionada devido ao facto de os 
filmes serem facilmente removidos da placa (Piermaria et al, 2007). 
Neste estudo todas as soluções de formação de filme exibiram um 
comportamento pseudoplástico; a adição de glicerol não alterou as propriedades 
reológicas da solução. O filme de kefirano exibiu características de solubilidade 
diferenciais, a diferentes temperaturas. Estes filmes demonstraram boas propriedades de 
barreira de vapor de água e a adição de 25 g de glicerol por 100 gramas de 
polissacarídeo permitiu obter 4,09x10-11g/m s Pa. Por sua vez os filmes sem glicerol 
mostraram-se frágeis e rígidos, dado que apresentavam valores de resistência à tração 
elevados e baixa deformação na rutura. A adição de glicerol levou a valores de 
alongamento extremamente elevados, permitindo uma flexibilidade comparável à dos 
materiais sintéticos (Piermaria et al, 2007). 
Foi desenvolvido, por Zajšek K. et al (2009) um modelo matemático para 
descrever o efeito da temperatura e o tempo de fermentação nos parâmetros cinéticos da 
produção de etanol pela população de levedura mista dos grãos de Kefir, utilizando leite 
de vaca gordo como meio de fermentação. Para descrever este fenómeno foi utilizado o 
QualiKefir: Avaliação da Qualidade Físico-Química e Sensorial em 
Produtos derivados de Kefir, Leite e Iogurte Líquido Natural 
2012 
 
 
 11 
modelo de Gompertz modificado, como se verifica no artigo dos autores (Zajšek et al, 
2009). 
Os parâmetros cinéticos do modelo foram previstos com sucesso usando o 
método dos mínimos quadrados. Nesta modelação foram investigados e quantificados: a 
influência do aumento da temperatura na biomassa dos grãos de Kefir e a composição 
microbiológica do Kefir e dos grãos de Kefir. Além disso, foi estabelecida a relação de 
Arrhenius entre a temperatura operacional e a taxa máxima de produção de etanol. A 
energia de ativação da produção de etanol foi de 64,3 kJ/mol. O modelo matemático 
adotado poderia descrever muito bem a dinâmica da produção de etanol a partir do início 
até à fase estacionária durante a fermentação do Kefir (Zajšek et al, 2009). 
 Num estudo acerca do teor de lactose em leites fermentados por grãos de Kefir 
Flávio Marques Terra (2007), procurou verificar as características físico-químicas, 
principalmente o teor de lactose, de filtrados de Kefir por períodos de fermentação 
variados utilizando dois tipos de leite, integral e semidesnatado (Terra, 2007). 
Em todas as amostras foram realizadas as seguintes análises: determinação de 
glícidos redutores em lactose, de açucares redutores totais, de gordura, de proteínas, 
acidez em ácido láctico e pH (Terra, 2007). 
Flávio Terra (2007) constatou que os filtrados de Kefir de ambos os leites 
apresentaram um comportamento semelhante: queda do teor de lactose, aumento da 
concentração de ácido láctico e diminuição do pH, pequena redução do teor de gordura 
(4%) o teor de proteínas manteve-se constante. O teor de lactose do Kefir fermentado por 
36 horas atinge valores abaixo do valor limite que pode ser consumido por indivíduos 
intolerantes à lactose sem causar desconforto característico (Terra, 2007). 
Mattar e Mazo (2010) realizaram um estudo à cerca da intolerância à lactoseem 
indivíduos de diferentes étnias, denominado Intolerância à Lactose: Mudança de 
Paradigmas com a Biologia Molecular. Neste estudo, verificaram que os indivíduos que 
possuem intolerância à lactose consumem uma menor quantidade de leite e derivados, 
pelo que, é necessário controlar a ingestão diária de cálcio. Nos adolescentes e adultos 
jovens geralmente se recomenda cálcio na dieta de 1200 a 1500mg por dia. Já nos 
adultos a quantia diária varia de acordo com o sexo e presença de menopausa. O cálcio 
deve ser suplementado caso esteja insuficiente na dieta, com monitorização e 
suplementação se necessário também de vitamina D. Iogurtes com culturas vivas que 
contém beta-galactosidase endógena são uma fonte alternativa de calorias e cálcio e 
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podem ser bem tolerados por muitos pacientes intolerantes. Porém os iogurtes que 
contém leite ou seus derivados que foram adicionados de volta após a fermentação 
podem produzir sintomas (Mattar et al, 2010). 
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3. Plano HACCP Kefir com frutos vermelhos 
3.1 Âmbito 
A implementação do sistema HACCP surge da necessidade de identificar os 
perigos e pontos críticos de controlo, tal como a probabilidade da sua ocorrência, em 
todas as etapas da linha de produção de batidos de kefir com frutos vermelhos. Desta 
forma, são definidas as medidas de controlo necessárias para uma diminuição do risco 
de contaminação ao longo do processo e assim garantir a segurança do produto final 
(Canôa, 2008). 
Neste tipo de processo, os perigos encontrados foram biológicos, químicos e 
físicos. A prevenção começa logo à chegada da matéria-prima e só termina com a 
expedição do produto. 
 
3.2 Fundamentos do HACCP 
O sistema de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controlo – HACCP – é um 
sistema preventivo que busca a produção de alimentos seguros. Este sistema está 
sustentando na aplicação de princípios técnicos e científicos na produção e 
manuseamento dos alimentos desde o “prado ao prato” do consumidor (Codex 
Alimentarius, 1997).  
Deste modo, para além de ser um requisito legal, é importante a implementação 
de um sistema HACCP numa unidade de produção de kefir com frutos vermelhos, de 
forma a garantir a produção de um alimento seguro. O sistema HACCP segundo o Codex 
Alimentarius, aborda somente a segurança do alimento e não as operações quotidianas 
da indústria, que envolvem qualidade, aspetos económicos e questões regulamentares. 
O conceito de HACCP aplica-se a todos os estágios da cadeia de produção do alimento, 
ou seja desde o cultivo até ao consumo do produto final. Segundo o Codex Alimentarius, 
é recomendada a adoção, o mais completa possível, do sistema HACCP por toda a 
cadeia alimentar para obter um produto seguro para o consumidor (Codex Alimentarius, 
1997). 
Este sistema tem como princípio a prevenção, pois é aplicado ao longo de toda a 
linha de produção, desde a receção e seleção de matérias-primas e fornecedores, 
passando por toda a cadeia produtiva até à expedição do produto final. Assim a aplicação 
do HACCP permite identificar pontos críticos do processo para uma melhor segurança do 
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produto, e fornece informações sobre o que poderá ter provocado esses problemas 
(Canôa, 2008). 
O HACCP tem vantagens na sua aplicação, tais como: a aplicação à totalidade da 
cadeia, aumento da confiança na segurança dos produtos alimentares, a prevenção em 
vez do controlo retrospetivo e ferramenta de inspeção e controlo. Este sistema tem 
também como função proporcionar uma melhor inspeção por parte das autoridades 
competentes (ASAE, FAO), ao mesmo tempo garante a qualidade dos alimentos e por 
consequência a sua comercialização nacional e internacional. 
Segundo o regulamento (CE) N.º 852/2004 do Parlamento Europeu e do Concelho 
de 29 de Abril de 2004, relativo à Higiene dos Géneros Alimentícios, o HACCP é um 
instrumento que auxilia os operadores de empresas do sector alimentar a alcançar 
padrões mais elevados de segurança dos géneros alimentícios. A sua aplicabilidade é 
obrigatória para toda a comunidade europeia. Caso existam infrações, o Dec. Lei nº 
113/2006 define as sanções a aplicar quando o referido regulamento não é cumprido 
pelas empresas do sector alimentar (Reg. (CE) N.º 852/2004; DL n.º 113/2006). 
São 7 os princípios gerais em que o HACCP assenta, os quais permitem 
identificar os perigos específicos e estabelecer as medidas preventivas para o seu 
controlo (Reg. (CE) N.º 852/2004): 
1- Identificação de quaisquer perigos que devam ser evitados, eliminados ou 
reduzidos para níveis aceitáveis; 
2- Identificação dos pontos críticos de controlo (PCC – pontos, fases 
operacionais ou procedimentos que devem ser monitorizados, de modo a 
eliminar um perigo ou a diminuir a probabilidade do seu aparecimento) na fase 
ou fases em que o controlo é essencial para evitar ou eliminar um risco ou 
para o reduzir para níveis aceitáveis; 
3- Estabelecimento de limites críticos em pontos críticos de controlo, que 
separem a aceitabilidade da não aceitabilidade com vista à prevenção, 
eliminação ou redução dos riscos identificados; 
4- Estabelecimento e aplicação de processos eficazes de vigilância em pontos 
críticos de controlo; 
5- Estabelecimento de medidas corretivas quando a vigilância indicar que um 
ponto crítico de controlo não se encontra sob controlo; 
6- Estabelecimento de processos, a efetuar regularmente, para verificar que as 
medidas referidas nos pontos anteriores funcionam eficazmente; 
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7- Elaboração de documentos e registos adequados à natureza e dimensões das 
empresas, a fim de demonstrar a aplicação eficaz das medidas referidas 
anteriormente. 
 
Existem 14 etapas para a Implementação de um plano HACCP (Canôa, 2008): 
1ª Etapa – Definição do âmbito do estudo; 
2ª Etapa – Seleção da equipa HACCP; 
3ª Etapa – Descrição do produto e do processo; 
  4ª Etapa – Identificação do uso pretendido do produto; 
  5ª Etapa – Elaboração do diagrama de fluxo; 
6ª Etapa – Confirmação in loco do diagrama de fluxo; 
7ª Etapa – Identificação dos perigos e das suas medidas preventivas (1ºprincípio);  
  8ª Etapa – Identificação dos pontos críticos de controlo (2º princípio); 
9ª Etapa – Estabelecimento dos limites críticos (3º princípio); 
  10ª Etapa – Estabelecimento de um sistema de monitorização (4º princípio); 
  11ª Etapa – Estabelecimento de ações corretivas (5º princípio); 
  12ª Etapa – Verificação do sistema (6º princípio); 
13ª Etapa – Estabelecimento de procedimentos de registos e documentação (7º 
princípio); 
 14ª Etapa – Avaliação do sistema. 
 
3.3 Programa de Pré-Requisitos 
Para que um Sistema HACCP funcione eficazmente, este deve ser acompanhado 
de programas de pré-requisitos que assegurem as condições operacionais e ambientais 
básicas necessárias para a produção de alimentos seguros. Os Sistemas HACCP devem 
ser implementados sobre uma base sólida de cumprimento de pré-requisitos, tais como 
os incluídos no âmbito das Boas Práticas de Fabrico (GMP – Good Manufacturing 
Practices) e dos Procedimentos Padrão de Higiene Operacional (SSOP – Standard 
Sanitation Operational Procedures), que fazem parte das GMP. As GMP e os SSOP têm 
uma abordagem ampla e cobrem muitos aspetos operacionais das instalações e de 
pessoal (Baptista et al, 2003). 
Entre os principais pré-requisitos a ter em consideração e a implementar é 
possível enumerar os seguintes: 
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 Construção de instalações – O estabelecimento estará localizado, será 
construído e mantido de acordo com os princípios de desenho higiénico. 
Haverá um fluxo linear de produtos e um controlo da circulação de 
materiais e pessoas por forma a minimizar a contaminação cruzada entre 
produtos. 
 Manutenção de instalações – As instalações serão mantidas em bom 
estado, de modo a não constituírem em perigo para os alimentos nelas 
processados. 
 Ventilação – A ventilação será capaz de promover a adequada renovação 
de ar e a remoção de humidade quando necessário, evitando a circulação 
de ar de áreas sujas para áreas limpas, que possa promover a 
contaminação cruzada. 
 Iluminação – A iluminação em cada área será adequada às atividades aí 
realizadas com particular relevância para os locais onde se efetuem 
atividades de inspeções aos produtos. 
 Qualificação e avaliação de fornecedores – Será garantido que os 
fornecedores implementam sistemas HACCP e os utilizam de uma forma 
eficaz, por forma a garantir a segurança alimentar dos produtos que 
fornecem. 
 Especificações – Existirão especificações de todas as matérias-primas, 
materiais de embalagem e produtos finais. 
 Equipamento – Todo o equipamento produtivo será concebido e instalado 
de acordo com os princípios de desenho higiénico, estabelecendo-se e 
documentando-se programas de manutenção preventiva. Os 
equipamentos de inspeção, medição e ensaio serão também calibrados ou 
verificados. 
 Higienização – Todos os procedimentos de limpeza e desinfeção de 
equipamentos e instalações serão documentados e cumpridos. Será 
estabelecido um plano de higienização. Os agentes de limpeza e 
desinfeção serão apropriados e seguros para as condições de uso. 
Existiram instruções relativas ao modo de preparação e utilização destes 
produtos, incluindo os aspetos de segurança. Existiram ainda as fichas 
técnicas e de segurança dos produtos utilizados e será contemplada 
informação que confirme a possibilidade de utilização desses produtos na 
indústria alimentar. Caso estas informações não sejam disponibilizadas ou 
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não estejam ao alcance da empresa, estas serão sempre solicitadas ao 
fornecedor.  
 Higiene pessoal – Todos os operadores ou quaisquer outras pessoas que 
entrem numa área de processamento de alimentos terão formação e 
informação para cumprir, entre outros, os requisitos relativos à higiene 
pessoal. Para tal, serão disponibilizados uniformes adequados e as 
instalações estarão dotadas dos meios adequados por forma a assegurar 
a realização das atividades de higiene pessoal requeridos (por exemplo 
dispositivos para a lavagem e secagem das mãos; lava-botas).  
 Controlo de produtos químicos – Existirão procedimentos documentados 
de forma a garantir a separação e uso adequado de quaisquer produtos 
químicos usados nas instalações (por exemplo produtos de limpeza). 
 Receção, armazenamento e expedição – Todas as matérias-primas serão 
armazenadas em condições higiénicas e ambientais apropriadas, tais 
como temperatura e humidade, para garantir a sua inocuidade. 
 Rastreabilidade, notificação e recolha – Todas as matérias-primas e 
produtos serão identificados, por forma a assegurar a rastreabilidade, a 
notificação e recolha de produto, quando perante uma ocorrência que 
possa pôr em causa a segurança do consumidor. 
 Controlo de pragas – Serão estabelecidos programas eficientes de controlo 
de pragas, de modo a prevenir a presença de pragas nas áreas de 
processamento de alimentos. À semelhança do que se passa com os 
produtos de higienização, irão ser dispostas ou solicitadas as fichas 
técnicas e de segurança dos produtos utilizados, bem como cópias das 
declarações de autorização de utilização dos produtos passada por parte 
da Direção Geral da Saúde. 
 Remoção de resíduos – Os resíduos serão transportados, armazenados e 
eliminados, de modo a minimizar a formação de odores e minimizar a 
probabilidade de atração e de desenvolvimento de pragas. O sistema de 
esgotos assegurará uma adequada drenagem de todas as águas residuais 
geradas nas instalações e não provocará o refluxo ou ligação cruzada com 
sistemas de tubagens que transportam água. 
 Abastecimento e potabilidade de água – A água utilizada possuirá as 
características definidas na legislação para a água de consumo humano e 
a sua rede interna de abastecimento encontrar-se-á adequadamente 
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mantida, de modo a não constituir uma fonte de contaminação para a água 
e para os alimentos com os quais contacte. 
 Instalações sanitárias – Estas serão adequadas, de acordo com a 
legislação em vigor, não podendo possuir contaminação direta com a área 
de manipulação de alimentos. 
 
Para além destes pré-requisitos expostos, estão incluídos no programa de pré-
requisitos (Baptista et al, 2003): 
 Procedimentos de garantia de qualidade. 
 Controlo do processo. 
 Controlo de formulação e receitas. 
 Procedimentos de rotulagem. 
 Boas práticas de manipulação de alimentos. 
 Plano analítico (microbiológico, químico, parasitologia). 
 Formação em matéria de higiene dos géneros alimentícios e HACCP. 
 
O programa de pré-requisitos contempla portanto um conjunto de ações e 
medidas preventivas, cuja aplicação tem como objetivo principal preparar a empresa para 
a implementação de um sistema HACCP. Este programa constitui assim a base de 
aplicação de um sistema de gestão de segurança alimentar, devendo ser incluídas a 
avaliação de não conformidades e a implementação de todos os pré-requisitos relatados. 
Os pré-requisitos serão implementados ao longo de todo o sistema de produção, 
quer como programas de aplicação geral ou programas aplicáveis a um produto particular 
ou a uma linha de operação. Todos eles são aprovados pela equipa de segurança 
alimentar (equipa HACCP), daí a sua estipulação e implementação. A equipa HACCP 
terá em consideração a utilização da informação adequada (por exemplo requisitos 
estatutários e regulamentares, requisitos dos clientes, linhas de orientação reconhecidas, 
princípios e códigos de boas práticas da Comissão do Codex Alimentarius e normas 
sectoriais, nacionais e internacionais para o estabelecimento e posterior aplicação do 
programa de pré-requisitos (PPR) mencionado. A verificação do PPR será planeada e 
este será modificado sempre que necessário. Serão mantidos registos das verificações e 
das modificações (NP EN ISO 22000:2005). 
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3.4 Equipa de Segurança Alimentar (Equipa HACCP) 
A equipa tem de ser multidisciplinar, ou seja, todos os membros da equipa têm 
que ter formação, visto que para a implementação de um sistema de HACCP são 
necessários conhecimentos técnico-científicos variados, para que deste modo sejam 
identificados corretamente os perigos presentes, para posterior estabelecimento de 
pontos críticos de controlo e um controlo adequado dos mesmos. A equipa é constituída 
por um líder, escriba e restantes especialistas em áreas distintas. Normalmente estão 
presentes técnicos de produção e de controlo de qualidade, os quais dão à equipa 
informação acerca da parte prática da empresa, ou seja, o que realmente ocorre na linha 
de produção. Existem também os especializados em outras áreas como por exemplo, 
HACCP, química, microbiológica e alimentar. A direção deve fornecer os meios 
necessários para o estudo e implementação do HACCP, nomeadamente, tempo para 
formações e reuniões, assim como acesso à documentação necessária (Poças e Moreira, 
2003). 
A equipa é composta por (exemplo): 
 
Nome Formação Função 
Marisa Mascarenhas Médica Veterinária Líder da Equipa de Segurança Alimentar 
Ana Santana Engenheira Alimentar 
Técnica Superior da Equipa de Segurança 
Alimentar 
Raquel Teixeira  Microbióloga 
Técnica de Microbiologia da Equipa de Segurança 
Alimentar  
Marisa Loureiro Engenheira Química  Técnica de Controlo de Qualidade 
Joaquim Mossorovia Produção Animal Chefe de Produção 
 
 
3.5 Características do Produto 
3.5.1 Estudo das Matérias-primas: 
3.5.1.1 Leite 
Esta matéria-prima, já anteriormente referida, é um alimento equilibrado e rico em 
nutrientes entre os quais proteínas, hidratos de carbono, lípidos, vitaminas e sais 
minerais (Tabela 3.2) 
Foi escolhido o leite pasteurizado uma vez que este é sujeito a um tratamento 
térmico suave o que mantém as qualidades nutricionais do leite mas que elimina os 
microrganismos patogénicos. 
 
Tabela 3.1 – Constituição da equipa HACCP. 
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Leite Pasteurizado 200ml 
Valor Energético 120Kcal = 504KJ 
Hidratos de Carbono 9g 
Proteínas 6,0g  
Gorduras Totais 6,0g 
Gorduras Saturadas 3,5g 
Gorduras Trans 0,3g 
Fibra alimentar 0 g 
Sódio 90 mg 
Cálcio 222 mg 
 
3.5.1.2 Kefir 
Como já referido anteriormente, o kefir, de origem caucasiana, é uma bebida 
resultante da fermentação do leite (vaca – exemplo utilizado, cabra, ovelha, coco, arroz 
ou soja) com grãos de kefir, sendo estes grãos esbranquiçados de textura esponjosa que, 
no fundo, são um complexo de leveduras e bactérias das quais constam Lactobacillus, 
Leuconostoc spp., Candida Kefyr, Kluyveromyces fragilis e Acetobacter, mas a sua 
composição é extremamente diversificada e rica como se pode observar nas tabelas 3.3 
e 3.4 (Irigoyen et al, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 3.3 – Composição microbiológica dos grãos de kefir (Irigoyen et al, 2004). 
Tabela 3.2 – Tabela nutricional do leite pasteurizado (Lönnerdal, 1997). 
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O consumo de leite fermentado com kefir, alimento probiótico com alto valor 
nutricional (ver tabela 3.4), está associado ao combate a diversas doenças, desde 
problemas do foro nervoso, cardiovascular e ósseo, passando por problemas 
gastrointestinais, metabólicos, diabetes e obesidade (Weschenfelder, 2009; Carvalho, 
2009). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se pode observar na tabela 3.4, esta bebida de consistência semelhante à 
dos iogurtes líquidos tem um carácter ácido (pH<7) devido à presença de ácido láctico e 
acético e tem, como referido, um efeito probiótico e antimicrobiano assinalável, tendo 
ainda na sua constituição vitaminas (Vitamina B12, vitamina D,…), minerais (por 
exemplo: cálcio) e aminoácidos essenciais (tabela 3.5) (Carvalho, 2009). 
 
Informação Básica (por 
100g) 
Energia (Kcal) 65,1 
Proteínas (g) 3,3 
Hidratos de Carbono (g) 5,1 (4 de lactose) 
Lípidos (g) 3,5 
Quantidade de água (g) 87,5 
Colesterol (mg) 13 
Vitaminas 
Vitamina A (µm) 60 
Vitamina B1 (mg) 0,04 
Vitamina B2 (mg) 0,17 
Vitamina B3 (mg) 0,09 
Vitamina B6 (mg) 0,05 
Vitamina B12 (µm) 0,5 
Vitamina C (mg) 1 
Vitamina D (µm) 80 
Vitamina E (mg) 0,11 
Aminoácidos Essenciais 
(52,4%) 
Triptofano (g) 0,05 
Fenilalanina + Tirosina (g) 0,35 
Leucina ((g) 0,34 
Isoleucina (g) 0,21 
Theronine (g) 0,17 
Metionina + Cisteína (g) O,12 
Tabela 3.4 – Composição fisíco-química dos grãos de kefir (Weschenfelder, 2009) 
Tabela 3.5 – Tabela Nutricional do kefir (Carvalho, 2009). 
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Lisina (g) 0,27 
Valina (g) 0,22 
Minerais 
Cálcio (mg) 120 
Fósforo (mg) 100 
Magnésio (mg) 12 
Potássio (mg) 150 
Sódio (mg) 50 
Cloro (mg) 100 
Vestígios de Elementos 
Ferro (mg) 0,05 
Cobre (µm) 12 
Molibidénio (µm) 5,5 
Manganésio (µm) 5 
Zinco (mg) 0,36 
 
 
3.5.1.3 Frutos vermelhos congelados 
O consumo de frutos vermelhos tem vindo a aumentar ao longo dos anos devido 
ao valor nutricional e aos efeitos terapêuticos. 
Estes frutos contêm, além dos nutrientes essenciais e de micronutrientes como 
minerais e fibras, diversos compostos secundários de natureza fenólica, denominados 
polifenóis. 
Inúmeros estudos realizados com compostos fenólicos, especialmente os 
flavonoides (antoxantinas e antocianinas), pigmentos também presentes em vinhos tintos, 
demonstram a capacidade de captar radicais livres (atividade antioxidante), prevenção de 
doenças cardiovasculares e circulatórias, cancerígenas, prevenção de diabetes e 
Alzheimer. As mais recentes publicações relatam as propriedades de vários compostos 
fitoquímicos, especialmente os compostos fenólicos presentes nas frutas, atuando com 
eficácia nas infeções causadas por Helicobacter pylori e na indução da apoptose 
(Kuskoski et al, 2005). 
 
Frutos Vermelhos Adélie Por 100 g 
Valor Energético 35 Kcal = 148 KJ 
Proteínas 1g 
Hidratos de Carbono 7,4g 
Hidratos de Carbono dos quais Açúcares 7,1g 
Lípidos 0,2g 
Fibras Alimentares 5,99g 
Sal 0,007g 
 
3.5.1.4 Açúcar Refinado 
O açúcar, sem outra designação específica, é a sacarose obtida da cana-de-
açúcar (Saccharum officinarum) ou da beterraba (Beta vulgaris). Neste produto foi 
utilizado açúcar refinado obtido da cana-de-açúcar. 
Tabela 3.6 – Tabela nutricional dos frutos vermelhos (Embalagem do produto, Adélie). 
 Tabela 6 – Tabela nutricional dos frutos vermelhos (Embalagem do produto, Adélie). 
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Açúcar Refinado 100g 
Hidratos de Carbono 99,98g 
Proteínas 0g 
Gordura Total 0g 
Calorias 387 Kcal 
Vitaminas 0 µg 
Cálcio 1mg 
Ferro 0,01mg 
Cobre 0mg 
Magnésio 0mg 
Selénio 0,6 µg 
Potássio 2mg 
Sódio 0mg 
Zinco 0mg 
Água 0,03g 
 
 
3.5.2 Características/descrição do produto acabado: 
 
Denominação do produto Batido de Frutos Vermelhos 
Ingredientes Leite fermentado com grãos de kefir, frutos vermelhos (Cássis, 
amoras, groselhas, ginja, framboesas, mirtilos) açúcar. 
Características do produto pH ± 4,60 
peso líquido: 
Embalagem Garrafa com tampa 
Condições de Armazenamento Armazenamento Refrigerado (entre 4 e 6 
o
C)  
Condições de Transporte Armazenamento Refrigerado (entre 0 e 5 
o
C) 
Prazo de Validade Consumir no prazo de 2 dias 
Local de venda Grossistas e retalhistas 
Recomendações Deve ser mantido a baixa temperatura (entre 4 e 6 
o
C) para não 
alterar as suas características organolépticas e qualidade 
Rotulagem A origem, características, ingredientes, peso líquido, lote, prazo de 
validade, se contém alergéneos e outras informações que o 
produtor considere necessárias 
Condições de Utilização Pronto a consumir 
 
 
3.5.3 Identificação da utilização prevista 
 
3.5.3.1 Utilização prevista 
Produto consumido sem processamento posterior. 
 
3.5.3.2 Público-alvo  
Devido à natureza deste produto, o seu público-alvo será: pessoas que possuam 
intolerância à lactose, podendo ser consumido por todas as faixas etárias e a todos os 
indivíduos que pretendam ter um estilo de vida saudável. 
 
 
Tabela 3.7 – Tabela nutricional do açúcar refinado (Embalagem do produto, Sidul). 
Tabela 3.8 – Características do produto acabado. 
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3.6 Fluxograma 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
3.6.1 Descrição das Etapas 
 
3.6.1.1 Receção do Material de Embalagem 
Depois da entrada na empresa, as embalagens são colocadas no local próprio, 
armazenamento de embalagens, para posterior colocação no produto. 
Armazenamento 
Refrigerado 
(T=4
o
C) 
 
Armazenamen
to Congelado 
(T=-18
o
C) 
Armazenamento 
à Temp. 
Ambiente  
Grãos de 
kefir 
Recepção de Material de Embalagem Receção de Matérias-Primas 
Garrafas 
de vidro 
Tampas Papel de 
rótulo 
Leite 
pasteurizado 
Frutos 
Vermelhos 
Açúcar 
refinado 
Inoculação com culturas de kefir de 
2% (T entre os 18 e os 25oC) 
 
Armazenamen
to Congelado 
(T=-18
o
C) 
Fermentação durante 24horas 
(T entre os 18 e os 25
o
C) 
Filtração do fermentado 
(T entre os 18 e os 25
o
C) 
 
Mistura 
 
 
Embalamento e Rotulagem 
 
Armazenamento Refrigerado 
(T=4
o
C) 
 
Expedição 
 
Figura 3.1 – Fluxograma do processo de produção do batido de kefir com frutos vermelhos. 
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A medida de controlo nesta etapa será a visualização a cada receção de material 
de embalagem. 
3.6.1.2 Receção de Matérias-primas  
A área da fábrica destinada à receção de matérias-primas situa-se num local de 
fácil acesso. O terreno envolvente é amplo, para permitir o estacionamento e manobras 
de viaturas. O cais também é amplo, para permitir a descarga de várias viaturas em 
simultâneo. 
Aquando da chegada das matérias-primas existem algumas medidas tomadas 
(Santiago, 2005): 
- Analisam-se os rótulos dos produtos e avalia-se o estado das embalagens; 
- Os rótulos encontram-se sempre junto aos produtos; 
- Verificam-se as temperaturas dos alimentos refrigerados e congelados; 
- Procede-se ao registo de entrada de toda a matéria-prima, imediatamente 
após a sua receção. 
A medida de controlo nesta etapa será a monitorização a cada receção de 
matéria-prima. 
3.6.1.3 Armazenamento de matérias-primas 
O armazenamento das matérias-primas obedece a alguns parâmetros: 
- Local com boa ventilação e iluminação, bem como prateleiras em aço 
inox, de 1,80m de altura e a prateleira inferior deverá estar a cerca de 
20cm do solo; 
- Os alimentos são separados por câmaras – uma de refrigeração para o 
leite pasteurizado e uma segunda câmara congelada para os grãos de kefir 
e para os frutos vermelhos; 
- Estes são ainda separados por categorias (zonas separadas para cada 
matéria-prima), devendo sempre manter o rótulo virado para a frente de 
modo a ser bem visível; 
- Para os alimentos que não necessitam de armazenamento refrigerado, 
ou seja, o açúcar refinado são armazenados num local, à temperatura 
ambiente, com boa circulação de ar, humidade relativa controlada e 
iluminação; 
- Os produtos recém-chegados são colocados atrás dos já existentes, de 
modo a que os primeiros a chegar sejam os primeiros a sair (tendo-se 
sempre em atenção as datas de validade dos produtos); 
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- Não existe sobrecarga dos equipamentos de frio, controlando-se sempre 
as quantidades de produto que estes possuem; 
- Existe sempre o cuidado de não colocar as matérias-primas em contacto 
com as paredes, chão ou teto das câmaras de refrigeração e 
armazenamento de especiarias (Santiago, 2005). 
As medidas de controlo nesta etapa serão a temperatura das câmaras de 
refrigeração, a humidade relativa, o estado de higiene e desinfeção das mesmas e da 
sala de armazenamento à temperatura ambiente. 
3.6.1.4 Inoculação com Culturas de Kefir 
 Nesta etapa, os grãos de kefir são pesados, 2g, e divididos por frascos com 100 
mL de leite meio gordo pasteurizado. 
 Nesta etapa, a medida de controlo é a temperatura da sala onde é realizada a 
inoculação. 
3.6.1.5 Fermentação 
Depois da inoculação, os grãos de kefir são deixados a fermentar, no leite, 
durante 24 horas, à temperatura ambiente, entre os 18 e os 25oC. 
Nesta etapa, a medida de controlo é a temperatura da sala onde é realizada a 
fermentação. 
3.6.1.6 Filtração 
A filtração é realizada utilizando filtros adaptados para este fim, onde os grãos de 
kefir são separados do fermentado e este é imediatamente refrigerado para futura 
mistura.  
Nesta etapa, a temperatura, o grau de higienização e o estado de conservação 
dos filtros serão as medidas de controlo desta fase de produção. 
3.6.1.7 Mistura 
Após a filtração, é realizada a mistura, em tanques próprios, onde é colocado o 
fermentado obtido nas etapas anteriores, os frutos vermelhos e o açúcar, nas seguintes 
proporções: 300mL de fermentado, com 25g de frutos vermelhos e 25g de açúcar. 
Nesta etapa, a temperatura, o grau de higienização e o estado de conservação do 
equipamento de mistura serão as medidas de controlo desta fase de produção. 
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3.6.1.8 Embalamento e Rotulagem 
Nesta fase do processo de produção, o batido de kefir obtido da etapa anterior é 
colocado em garrafas de vidro, são colocadas as tampas e por fim, as embalagens são 
rotuladas, colocadas em packs e paletizadas, tudo isto, em ambiente controlado e 
devidamente refrigerado. 
As medidas de controlo, nesta etapa, serão a temperatura, o grau de higienização 
e o estado de conservação tanto do equipamento de embalamento, como dos materiais 
de embalagem. 
3.6.1.9 Armazenamento Refrigerado 
Com o armazenamento refrigerado pretende-se que o produto, depois de 
refrigerado e embalado, se mantenha frio a fim de manter a sua qualidade e segurança. A 
câmara encontra-se a uma temperatura de cerca de 4oC. Nesta câmara o produto final 
está pronto a ser expedido e distribuído ao consumidor.  
 Nesta etapa, o produto encontra-se paletizado e dentro de uma câmara frigorífica 
de refrigeração. As medidas de controlo nesta etapa serão a temperatura da câmara de 
frio, a humidade relativa, e o estado de higiene e desinfeção da mesma. 
3.6.1.10 Expedição 
Esta etapa é realizada a partir da câmara refrigerada para os camiões 
devidamente preparados para transportar produtos refrigerados. Os camiões entram no 
cais de expedição e carregam o produto cujas quantidades solicitadas já se encontram 
separadas e devidamente preparadas. 
 Para carregar as paletes, com o respetivo produto, até aos camiões devidamente 
equipados com câmaras refrigeradas é utilizado um empilhador. Na expedição, o controlo 
visual do produto final será a medida de controlo. 
O transporte dos batidos de kefir é efetuado por camiões pertencentes aos 
clientes solicitadores deste produto, pelo que, a responsabilidade de assegurar a 
segurança do produto, a partir do momento em que este sai do cais de expedição, será 
deles. 
3.7 Análise de Perigos e medidas preventivas  
Nesta fase identificam-se os perigos físicos, químicos e biológicos em cada etapa 
do processo estabelecido no fluxograma, avalia-se a probabilidade de risco, a severidade 
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e as medidas a adotar, entre outros parâmetros que estão estabelecidos na tabela 3.10, 
abaixo indicada. 
 
3.7.1 Perigos Biológicos  
Os principais microrganismos a ter em conta em termos de contaminação 
alimentar, de uma forma geral, são a Salmonella spp. (associado a salmonelose), 
Staphylococcus aureus (associado a mastites), Clostridium perfringens, Clostridium 
botolinum, Escherichia coli, Bacilus cereus, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolítica 
(Semih e Cagindi, 2003) e ainda Micobacterium bovis (associado a tuberculose (vacas)), 
Listeria monocytogenes (associado a listeriose), Brucella (associado a brucelose), 
Aflatoxinas, Shigella disenteriae e Streptococcus (Veiga, 2008). 
Os perigos biológicos estão geralmente associados a más práticas de higiene e 
mau manuseamento dos produtos, assim como contaminação cruzada, principalmente 
pelos animais infetados (Domingues, 2008). A forma mais habitual e eficaz de eliminação 
é a pasteurização, destacando-se ainda o papel anti-microbiano do Kefir, nomeadamente 
relativamente à Salmonella e à Escherichia coli (Weschenfelder, 2009). 
De forma, esquematizada, alguns dos microrganismos têm os seus limites de 
crescimento definidos de acordo com a Tabela 3.9 (Domingues, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.7.2 Perigos Químicos  
A eventual presença de produtos fitossanitários é uma realidade que está bem 
presente em quase todos os processos produtivos e que requer especial atenção, 
Tabela 3.9 – Atividade da água, pH e temperatura de crescimento de alguns microrganismos 
(Domingues, 2008). 
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tornando-se fundamental a regulação da respetiva higienização do material usado ao 
longo do processo. A presença de Aflatoxinas, Pesticidas, Antibióticos (células somáticas 
que indiciam a presença de antibióticos e outros agentes patogénicos (Amaral et al, 
2005)), Dioxinas, Policlorados (PCB’s), e Metais Pesados (Cádmio=7mcg/Kg, 
Chumbo=25mcg/Kg, Mercúrio=5mcg/Kg, Arsénio, entre outros) requerem principal 
atenção. Alguns destes contaminantes têm origem a partir do solo e dos pastos, por 
consequência contaminados. Uma vez, estes contaminantes integrados na cadeia 
alimentar dos animais, é necessário tomar precauções para controlar o perigo que 
constituem para o consumidor até porque a maior parte destes compostos não é 
destruído pela pasteurização. 
 
3.7.3 Perigos Físicos  
A maior frequência de perigos físicos que se regista são a presença de vidros, 
metais, plásticos, papéis, mas também cabelos e pêlos, sendo que estes últimos 
acarretam menos perigos para a saúde pública. Os perigos físicos são eliminados por 
processos de filtração. 
 
Análise de Perigos 
 
 Na tabela 3.10, encontram-se os perigos encontrados em cada etapa e as suas 
análises. 
 3
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                                                                            Identificação de Perigos e Medidas Preventivas                                                               TAB.001.12 
                                                                                     Batido de Kefir com Frutos Vermelhos                                                              Data:16/02/2012 
Etapa Matéria-prima 
Tipo de 
Perigo 
Descrição do Perigo Medidas Preventivas 
 
Receção de Materiais 
de Embalagem 
Garrafas de vidro 
PB1 Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
Boletim de análise 
PQ1 
Compostos migratórios do vidro e detergentes, 
resultado de uma má lavagem das garrafas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
PF1 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros soltos)  
Pragas mortas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Inspeção Visual 
Tampas 
PB2 Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
Boletim de análise 
PQ2 
Compostos migratórios do metal e 
detergentes, resultado de uma má lavagem 
das tampas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
PF2 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Inspeção Visual 
Receção de matérias-
primas 
Leite pasteurizado 
PB3 
Presença de microrganismos patogénicos 
(Listeria monocyogenes e Listeria innocua) 
devido a má pasteurização.[8544] 
Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
Boletim de análise 
PQ3 
Resíduos de desinfetantes e detergentes  
Resíduos de antibióticos [3115] 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
PF3 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Inspeção Visual 
Grãos de Kefir PB4 
Contaminação por microrganismos de estirpes 
diferentes das que constituem os grãos de 
kefir 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
 PF4 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Tabela 3.10 – Identificação de Perigos e Medidas Preventivas. 
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Pragas mortas Inspeção Visual 
Frutos vermelhos 
PB5 Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
Boletim de análise 
PQ4 Resíduos de detergentes e desinfetantes  
BPH 
Qualificação de fornecedores 
PF5 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Inspeção Visual 
Açúcar refinado 
PB6 
Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
Contaminação por Salmonella e bolores 
(mofo) 
BPH 
BPF 
Qualificação de fornecedores 
Boletim de análise 
PQ5 
Resíduos de detergentes e desinfetantes 
Resíduos de Ferro 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
PF6 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
Qualificação de fornecedores 
Inspeção Visual 
Inoculação com 
culturas de kefir 
 
PB7 
Desenvolvimento de microrganismos de 
estirpes diferentes das que constituem os 
grãos de kefir 
BPH 
BPF 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
PQ6 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF7 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Fermentação  
PB8 
Desenvolvimento de microrganismos de 
estirpes diferentes das que constituem os 
grãos de kefir 
BPH 
BPF 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
PQ7 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF8 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Controlo de Pragas 
Filtração do 
fermentado 
 PB9 
Presença de microrganismos (do kefir e outros 
que se possam ter desenvolvido) no filtrado 
BPF 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
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PQ8 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF9 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
Pragas mortas 
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Controlo de Pragas 
Mistura  
PB10 
Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
Contaminação por microrganismos (do kefir e 
outros que se possam ter desenvolvido) 
BPH 
BPF 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
PQ9 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF10 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Embalamento e 
Rotulagem 
 
PB11 
Contaminação por Staphylococcus aureus [34] 
Contaminação por microrganismos (do kefir e 
outros que se possam ter desenvolvido) 
BPH 
BPF 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
PQ10 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF11 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Armazenamento 
Refrigerado 
 
PB12 
Proliferação da flora microbiana devido a 
oscilações de Temperatura 
BPH 
BPF 
Boletim de análises 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
Manutenção de equipamentos 
PQ11 Resíduos de detergentes e desinfetantes BPH 
PF12 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
Pragas mortas   
BPH 
BPF 
Inspeção Visual 
Controlo de Pragas 
Expedição  PB13 
Proliferação da flora microbiana devido a 
oscilações de Temperatura no cais 
BPH 
BPF 
Boletim de análises 
Monitorização (controlo de Temperatura) 
Manutenção de equipamentos 
Legenda: 
PB – Perigo Biológico 
PF – Perigo Físico 
PQ – Perigo Químico 
BPH – Boas Práticas de Higiene 
BPF – Boas Práticas de Fabrico 
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Figura 3.2 - Mapa de severidade versus probabilidade de ocorrências - identificação de 
perigos identificativos (exemplo) (Codex Alimentarius, 2005). 
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3.8 Avaliação dos Perigos e Determinação de PCC´s 
Para a avaliação dos perigos e determinação dos PCCs foram utilizadas a matriz 
de risco e a árvore de decisão disponíveis no Codex Alimentarius, que se encontram nas 
figuras 2 e 3. 
 
3.8.1 Matriz de Risco 
 
 
 
 
 
 
 
 
Probabilidade de ocorrência: 
1 – Baixa: pouco frequente; 
2 – Média: pode acontecer; 
3 – Alta: muito frequente. 
 
Severidade das consequências para a saúde:  
1 – Baixa: efeitos pouco graves/significativos; 
2 – Média: efeitos graves; 
3 – Alta: efeitos muito graves. 
 
Zona cinzenta ( ≥ 4):  
  - O perigo contém um risco real e é necessário considerá-lo. Vai para a árvore de 
decisão. 
Zona branca (< 4 ):  
  - O perigo não necessita de ser considerado, pelo menos por agora, e o risco 
pode ser eliminado. Não necessita de ir para a árvore de decisão. 
 
 
 Figura 3.3 - Árvore de decisão (Codex Aliemntarius, 2005) 
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3.8.2 Árvore de decisão:  
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                                                                             Avaliação dos Perigos e Determinação de PCC´s                                                           TAB.002.12 
                                                                                     Batido de Kefir com Frutos Vermelhos                                                             Data:16/02/2012 
Etapa 
Tipo de 
Perigo 
Dscrição do Perigo Freq Sev Sig Q1 Q2 Q3 Q4 PCC Justificação 
Receção de 
Materiais de 
Embalagem 
PB1 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
1 3 S S N S S - - 
PQ1 
Compostos migratórios do vidro e 
detergentes, resultado de uma má 
lavagem das garrafas 
1 2 N - - - - - - 
PF1 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros 
soltos)  
Pragas mortas 
2 3 S S N N - - - 
PB2 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
1 3 S S N S S - - 
PQ2 
Compostos migratórios do metal e 
detergentes, resultado de uma má 
lavagem das tampas 
1 2 N - - - - - - 
PF2 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
2 3 S S N N - - - 
Receção de 
matérias-
primas 
PB3 
Presença de microrganismos 
patogénicos (Listeria monocyogenes e 
Listeria innocua) devido a má 
pasteurização.[8544] 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
1 3 S S N S S - - 
PQ3 
Resíduos de desinfetantes e 
detergentes  
Resíduos de antibióticos [3115] 
1 3 S S N N - - - 
PF3 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
PB4 
Contaminação por microrganismos de 
estirpes diferentes das que constituem 
os grãos de kefir 
1 3 S S N S S - - 
Tabela 3.11 – Avaliação de Perigos e Determinação de PCC’s. 
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PF4 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
PB5 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
1 3 S S N S S - - 
PQ4 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes  
1 3 S S N N - - - 
PF5 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
PB6 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
Contaminação por Salmonella e 
bolores (mofo) 
1 3 S S N S S - - 
PQ5 Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
Resíduos de Ferro 
1 3 S S N N - - - 
PF6 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, pedaços de cartão, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
Inoculação 
com culturas 
de kefir 
PB7 
Desenvolvimento de microrganismos 
de estirpes diferentes das que 
constituem os grãos de kefir 
1 3 S S N S S - - 
PQ6 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF7 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
1 3 S S N N - - - 
Fermentação 
PB8 
Desenvolvimento de microrganismos 
de estirpes diferentes das que 
constituem os grãos de kefir 
1 3 S S N S S - - 
PQ7 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF8 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
Filtração do 
fermentado 
PB9 
Presença de microrganismos (do kefir 
e outros que se possam ter 
1 3 S S N S S - - 
QualiKefir: Avaliação da Qualidade Físico-Química e Sensorial em 
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desenvolvido) no filtrado 
PQ8 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF9 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
Pragas mortas 
1 3 S S N N - - - 
Mistura 
PB10 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
Contaminação por microrganismos (do 
kefir e outros que se possam ter 
desenvolvido) 
1 3 S S N S S - - 
PQ9 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF10 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
(No final desta etapa existe um detetor 
de metais) 
1 3 S S S - - PCC1 
O detetor de metais existente no 
final da mistura existe 
especificamente para controlar a 
ocorrência deste perigo. 
Embalamento 
e Rotulagem 
PB11 
Contaminação por Staphylococcus 
aureus [34] 
Contaminação por microrganismos (do 
kefir e outros que se possam ter 
desenvolvido) 
1 3 S S N S S - - 
PQ10 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF11 
Presença de corpos estranhos (pedras, 
poeiras, vidros)  
1 3 S S N N - - - 
Armazename
nto 
Refrigerado 
PB12 
Proliferação da flora microbiana devido 
a oscilações de Temperatura 
1 3 S S N S N PCC2 
Esta etapa foi projetada para 
eliminar ou reduzir o perigo para 
níveis aceitáveis uma vez que 
existe para aumentar o período 
de vida útil do produto prevenindo 
e retardando o crescimento 
microbiano. 
PQ11 
Resíduos de detergentes e 
desinfetantes 
1 3 S S N N - - - 
PF12 Presença de corpos estranhos (pedras, 1 3 S S N N - - - 
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poeiras, vidros)  
Pragas mortas   
Expedição PB13 
Proliferação da flora microbiana devido 
a oscilações de Temperatura no cais 
1 3 S S N N - - - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: 
Freg.- Frequência do perigo (na análise da matriz de risco)     
Sev.- Severidade do perigo (na análise da matriz de risco)                               
Sig.-Significância do perigo (na análise da matriz de risco)   
Q1- Pergunta nº 1 da árvore de decisão  
Q2- Pergunta nº 2 da árvore de decisão   
Q3- Pergunta nº 3 da árvore de decisão 
Q4- Pergunta nº 4 da árvore de decisão 
PCC- ponto crítico de controlo  
 
* PCC (Ponto Crítico de Controlo) - etapa na qual pode ser aplicada uma medida de 
controlo e é essencial para prevenir ou eliminar um perigo para a segurança alimentar ou 
reduzi-lo para um nível aceitável [7]. 
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                                                                           Plano HACCP                                                                                                                      TAB.003.12 
                                                                  Batido de Kefir com Frutos Vermelhos                                                                                 Data:16/02/2012 
Etapa Perigo PCC 
Parâmetr
o de 
Controlo 
Limite 
Crítico 
Monitorização 
Ações Corretivas  
 
Registo 
Método Frequência Responsável Método Responsável 
Mistura 
Presença de 
corpos estranhos 
(pedras, poeiras, 
vidros)  
(No final desta 
etapa existe um 
detetor de metais) 
PCC1 
(PF10) 
Detetor 
de Metais 
Inspeção 
visual  
Ausênci
a em 
cada 
produto 
Inspeção 
visual; 
Manutenção,  
inspeção e 
confirmação 
do 
funcionament
o do detetor 
de metais 
Inspeção visual: 
diariamente; 
Manutenção do 
detetor de 
metais: semanal; 
Confirmação do 
funcionamento do 
detetor: de 30 em 
30 minutos 
Chefe de 
produção 
Retirada de 
corpo 
estranho 
(metal); 
caso seja 
em grandes 
quantidade
s, eliminar 
o produto 
Chefe de 
produção 
Check-list diário 
de inspeção 
visual e da 
confirmação do 
funcionamento e 
registo mensal no 
plano de 
manutenção 
Armazena
mento 
Refrigera
do 
Proliferação da 
flora microbiana 
devido a 
oscilações de 
Temperatura 
PCC2 
(PB12) 
Temperat
ura e 
tempo do 
armazen
amento 
congelad
o; 
Higieniza
ção e 
respetivo
s 
procedim
entos. 
50 ufc/g 
- 500 
ufc/g 
[36] 
Medição da 
temperatura 
da câmara; 
Análises 
microbiológic
as a produto 
Medição da 
temperatura da 
câmara: 
diariamente; 
Análises 
microbiológicas: 
mensalmente 
Líder da 
Equipa de 
Segurança 
Alimentar 
Melhoria da 
higiene na 
produção; 
Prevenção 
da 
recontamin
ação; 
Seleção de 
matérias 
Primas [36] 
Líder da 
Equipa de 
Segurança 
Alimentar 
Registo de 
temperaturas; 
Boletim de 
análise 
 
 
 
Elaborado por: Marisa Mascarenhas. 
Aprovado por: Susana Bernardino. 
Data: 16/02/2012 
Tabela 3.12 – Plano HACCP. 
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3.9 Fluxograma com PCC´s 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
3.10 Sistema de Rastreabilidade  
 Segundo a Norma NP EN ISO 22000, a organização deve estabelecer e aplicar 
um sistema de rastreabilidade que permita a identificação dos lotes de produto e a sua 
relação com os lotes de matérias-primas e os registos de processamento e entrega (NP 
EN ISO 22000:2005). 
Frascos 
de vidro 
Tampas Papel de 
rótulo 
Leite 
pasteurizado 
Frutos 
Vermelhos 
Açúcar 
refinado 
Armazenamento 
Refrigerado 
(T=4
o
C) 
 
Armazenamen
to Congelado 
(T=-18
o
C) 
Armazenamento 
à Temp. 
Ambiente  
Grãos de 
kefir 
Inoculação com culturas de kefir de 
2% (T entre os 22 e os 25oC) 
 
Armazenamen
to Congelado 
(T=-18
o
C) 
Fermentação durante 24horas 
(T entre os 22 e os 25
o
C) 
Filtração do fermentado 
(T entre os 22 e os 25
o
C) 
 
Mistura 
 
 
Embalamento e Rotulagem 
 
Armazenamento Refrigerado 
(T=4
o
C) 
 
Expedição 
 
Recepção de Material de Embalagem Receção de Matérias-Primas 
PCC1 
PCC2 
Figura 3.4 – Fluxograma com PCC’s do processo de produção do batido de kefir com frutos 
vermelhos. 
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 O sistema de rastreabilidade deve permitir identificar os materiais recebidos dos 
fornecedores diretos, assim como a rota inicial de distribuição do produto acabado (NP 
EN ISO 22000:2005). 
 Os registos de rastreabilidade devem ser mantidos, durante um período definido, 
para a avaliação do sistema, para permitir o tratamento de produtos potencialmente não 
seguros e na eventualidade de um procedimento de retirada. Os registos devem estar de 
acordo com os requisitos estatutários e regulamentares e com os requisitos do cliente e 
podem, por exemplo, ser baseados na identificação do lote de produto acabado (NP EN 
ISO 22000:2005). 
 Um sistema de rastreabilidade é uma ferramenta de gestão de risco para ser 
usada na resolução de um problema de segurança alimentar, não sendo por si só uma 
medida de segurança alimentar. Define-se como um procedimento que permite seguir e 
localizar os produtos, desde a sua produção ao longo da cadeia de comercialização, 
mediante o registo, identificação e transmissão de informação. 
 No domínio da rastreabilidade podemos encontrar, entre outros, os seguintes 
conceitos: 
 
3.10.1 Rastreabilidade a Montante 
 A capacidade detida pela empresa de conhecer a origem do produto em qualquer 
ponto do seu processo de produção, manipulação, transformação e expedição. Este tipo 
de rastreabilidade realizada através do lote, data de durabilidade ou qualquer outra forma 
de identificação do produto destina-se a detetar o que aconteceu antes de um operador 
económico se tornar responsável por um produto. A rastreabilidade a montante permitirá, 
a partir de um produto intermédio ou final, obter de forma ágil a informação relevante 
associada ao dito produto, até chegar à origem das matérias-primas através da ficha de 
receção com o peso, o lote e a data de chegada das matérias-primas (Ministério da 
Agricultura) 
 
3.10.2 Rastreabilidade a Jusante 
 A capacidade de conhecer o destino de um produto. Este tipo de rastreabilidade 
identifica-se nos procedimentos e nas ferramentas utilizadas para detetar o que 
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aconteceu depois da transferência dos produtos do operador para um terceiro, permitindo 
saber a quem foi distribuído cada produto. Para o efeito, deve ter-se em conta: o nome, 
direção dos clientes, as mercadorias distribuídas e a data da sua saída do 
estabelecimento, ou seja, a ficha de controlo de expedição (Ministério da Agricultura). 
 
3.10.3 Rastreabilidade do produto 
 Designa a sequência nas várias fases do produto e destina-se a pesquisar as 
causas de um problema de segurança, a montante se o incidente ocorreu com os 
fornecedores e a jusante se o incidente ocorrer após a produção. Permite localizar os 
produtos, determinando os destinos e as origens, podendo proceder ao seu bloqueio ou 
retirada e recolha caso seja necessário (Ministério da Agricultura). 
 Quando procedam às operações de bloqueio/retirada e de recolha de géneros 
alimentícios os operadores do sector alimentar devem transmitir, aos outros operadores e 
às autoridades competentes, as seguintes informações (Tabela 13): 
 
 
Informação Outros 
Operadores 
Autoridades 
Nome e morada da empresa X X 
Nome do produto (denominação de venda e marca 
comercial) 
X X 
Origem X X 
Nome e morada do(s) fornecedor(es) - X 
Nome e morada do(s) cliente(s) - X 
Detalhes do produto (ex: identificação de lote ou data de 
durabilidade ou outro código) 
X X 
Razões do bloqueio/recolha X X 
Atuação pretendida X - 
Ação realizada - X 
Responsável pela ordem X X 
Data X X 
Dados para contacto (telemóvel, telefone e e-mail) X X 
Dados alternativos de contacto (telemóvel, telefone e e-mail) X X 
 
 
3.10.4 Rastreabilidade interna 
 Permite vincular os produtos que entram numa empresa aos que saem. É 
necessário ter em conta as divisões, troca ou misturas de lotes ou agrupamentos, assim 
como o número de pontos nos quais é necessário estabelecer registos ou ligações com o 
sistema de autocontrolo já estabelecido (Ministério da Agricultura). 
Tabela 3.13 - Informação que operadores e autoridades devem possuir (Ministério da Agricultura). 
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4. Metodologia 
4.1 Preparação das amostras 
As amostras de kefir (12h, 24h, 48, e 72h) foram preparadas, em triplicado, da 
seguinte forma: em doze frascos de vidro foram colocados 100 mililitros de leite meio-
gordo (Gresso) e 2 gramas de grãos de kefir (anexo 8.1.1, figura 8.1.1). Os grãos de kefir 
foram incubados à temperatura ambiente e foi realizada uma monitorização da 
temperatura, esta situou-se num intervalo de 18-25oC (anexo 8.1.1, figura 8.1.2). Após 12 
horas de fermentação, retiraram-se, de três frascos, os grãos de kefir e filtrou-se o 
fermentado resultante. As três primeiras amostras (K12h) foram congeladas. Repetiu-se o 
mesmo procedimento para as amostras de leite fermentado com 24, 48 e 72 horas de 
fermentação. 
O leite analisado, meio-gordo, foi comprado (Gresso) bem como o iogurte líquido, 
natural açucarado (Continente). 
Para todas as amostras foram realizadas, em triplicado, as seguintes análises 
químicas: determinação do pH, determinação da acidez, determinação da matéria-gorda, 
determinação das proteínas, determinação da lactose, determinação dos açúcares totais, 
determinação das cinzas e determinação dos ácidos gordos. Esta última determinação 
(ácidos gordos), foi realizada a amostras diferentes, ou seja, foram apenas analisados o 
leite, o iogurte, o kefir de 24h (após filtração e depois de uma semana no frigorífico) e 
ainda o kefir de 24h com frutos vermelhos (Adélie) (após filtração e colocação dos frutos 
e também depois de uma semana no frigorífico). 
 
4.2 Determinação do pH 
 Esta determinação foi realizada utilizando um potenciómetro (Crison, pH-meter 
basic 20) e foram retiradas três leituras de cada amostra de modo a obter resultados mais 
coerentes (anexo 8.1.2, figura 8.1.3). 
 
4.3 Determinação da Acidez 
 Esta análise foi realizada de acordo com a Norma Portuguesa 470 de 1983 que se 
destina a leites e leites compostos. Segundo esta norma (que se encontra em anexo, 
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anexo 8.2) entende-se por acidez do leite o volume de solução alcalina normal, expresso 
em mililitros (ml), necessário para neutralizar 1 litro de leite. No processo realizado ocorre 
uma neutralização dos ácidos livres contidos no leite, pro solução alcalina titulada.  
 Na determinação da acidez mediu-se com uma pipeta de precisão 10 ml de leite, 
iogurte, ou kefir (de 12, 24, 48 ou 72 horas) adicionaram-se seis gotas da solução 
alcoólica de fenolftaleína (Panreac) e titulou-se com solução de hidróxido de sódio 0,1 N 
(Panreac), contida na bureta de precisão até viragem do indicador. A acidez do leite, 
expressa em mL de solução alcalina normal por L, é: 
  
 
 
4.4 Determinação do teor de matéria gorda 
 Esta determinação foi baseada na Norma Portuguesa 468 de 1990 (anexo 8.3), 
processo de referência para determinar o teor de matéria gorda em leite gordo, meio 
gordo e magro e leites compostos. Segundo a mesma, entende-se por matéria gorda o 
conjunto das substâncias extraídas por solventes orgânicos e determinadas, neste caso, 
segundo a técnica Röse-Gottlieb. Este processo, de forma resumida, trata-se da extração 
da matéria gorda por solventes apropriados, evaporação dos solventes e pesagem do 
resíduo obtido. 
 Numa ampola de decantação, introduziu-se 10 ml da amostra (leite, iogurte, kefir 
de 12, 24, 48 ou 72 horas), rigorosamente pesados. Adicionou-se 2 ml de amónia a 25% 
(Panreac), agitou-se durante 30 segundos, juntou-se 10 ml de álcool a 95 % (Panreac) e 
agitou-se novamente. Adicionou-se 25 ml de éter dietílico (Panreac), rolhou-se e agitou-
se energeticamente durante 30 segundos. De seguida colocou-se 25 ml de éter de 
petróleo (Panreac) e procedeu-se como anteriormente. Deixou-se a ampola de 
decantação em repouso durante 30 minutos. Após o tempo de repouso, decantou-se a 
camada etérea para um balão de 250 ml tarado, previamente seco a 100-105oC. 
Procedeu-se a mais duas extrações da fase aquosa nas mesmas condições, recolhendo 
as fases etéreas no mesmo balão. De seguida evaporou-se o éter num evaporador 
rotativo (Fisatom). Por fim, secou-se o balão em estufa (Binder) (anexo 8.1.3, figura 8.1.4) 
a uma temperatura entre 100 e 105oC durante cerca de 24 horas, arrefeceu-se em 
exsicador (anexo 8.1.3, figura 8.1.5) e registou-se o peso obtido. O teor de matéria gorda 
V – Volume da solução de hidróxido de sódio 
0,1 N, gasto na titulação (mL). 
Acidez (mL/L) =  10 x V 
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é obtido através da subtração entre o peso inicial do balão e o peso final, a dividir pela 
massa de amostra pesada inicialmente.  
  
4.5 Determinação do Teor de Proteína Bruta 
 A Norma utilizada para a determinação em causa foi Norma Portuguesa 1986 de 
1992 segundo a qual entende-se por teor de proteína bruta o resultado que se obtém 
multiplicando pelo fator 6,38 o teor de azoto, doseado segundo a técnica de Kjeldahl. 
Esta encontra-se no anexo 8.4. 
 O procedimento seguido foi o seguinte, resumidamente: pesou-se 
aproximadamente 2 gramas de amostra e, num tubo de digestão, colocou-se a toma da 
amostra, duas pastilhas de catalisador (selénio e cobre) e 25 ml de ácido sulfúrico 
concentrado, 95 a 97% (Sigma). Preparou-se dois tubos para o ensaio em branco 
(apenas com as 2 pastilhas e os 25 ml de ácido sulfúrico). Programou-se o digestor 
(Foss, Digestor 2006) para 220oC e em seguida colocaram-se os tubos no digestor e 
ligou-se a torneira da água. Passados 30 minutos programou-se o digestor para 400oC e 
após 90 minutos desligou-se o digestor e deixou-se a torneira da água aberta até ao 
arrefecimento dos tubos (cerca de 60 minutos). Ligou-se o destilador (Foss, Kjeltec TM 
2100) que se encontra no anexo 8.1.4, figura 8.1.6, e após o seu aquecimento, adicionou-
se, a cada tubo 80 ml de água destilada. De seguida colocou-se os tubos no destilador e 
carregou-se no botão para se adicionar 10 mL de NaOH a 40%. No Erlenmeyer colocou-
se 30 ml de solução de ácido bórico a 4% com indicador (Panreac). Após a destilação 
realizou-se uma titulação com uma solução de ácido clorídrico (HCL) 0,1M (Panreac) 
como titulante. O ponto de viragem foi atingido quando a solução verde mudou para azul 
acinzentado. O teor de proteína bruta é dado pela seguinte fórmula: 
 
 
 
 
 
 
Proteína (%) = 0,14 x (V1 – V0)  x  6,38 
             m 
Onde: 
V1 – Volume da solução de HCL 0,1M gasto 
na titulação do ensaio com a amostra (ml); 
V0 – Volume da solução de HCL 0,1M gasto 
na titulação do ensaio em branco (ml); 
m – massa da toma da amostra (g). 
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4.6 Determinação do Teor de Lactose 
De acordo com a Norma Portuguesa 675 de 1986, anexo 8.5, utilizada nesta 
determinação, entende-se por teor de lactose de um leite ou derivado, a massa, expressa 
em percentagem, das substâncias doseadas segundo o método descrito nesta norma. 
 De uma forma resumida, mediu-se 25 ml de amostra e pesou-se rigorosamente. 
Colocou-se num balão volumétrico de 250 ml e adicionou-se 2,5ml de solução de 
ferrocianeto de potássio a 15% (Labsolve) e 2,5 ml de solução de sulfato de zinco a 30% 
(Merck). Perfez-se o volume com água destilada, agitou-se e filtrou-se. Mediu-se, para 
um gobelé de 400 ml, 25 ml de solução de sulfato de cobre a 7% (Panreac), 25 ml de 
solução alcalina tartárica (Panreac) e 50 ml do filtrado obtido anteriormente. Colocou-se o 
gobelé com um vidro de relógio sobre uma placa de aquecimento (Velp), anexo 8.1.5, 
figura 8.1.8, e aqueceu-se de modo a que o líquido entrasse em ebulição decorridos 4 
minutos e manteve-se durante 2 minutos. Terminada a ebulição, deixou-se repousar o 
precipitado e filtrou-se o líquido ainda quente, com o auxílio de uma bomba de vácuo e 
frasco de kitassato, através do cadinho de fundo filtrante, G4 (porosidade de 5 a 15 mm) 
previamente pesado. Lavou-se o gobelé e o precipitado com água aquecida a 60oC, em 
seguida com 10 ml de álcool a 95% (Panreac) e 10 ml de éter dietílico (Panreac). 
Secaram-se os cadinhos filtrantes em estufa a 102oC, durante 30 minutos, arrefeceu-se 
em exsicador e pesou-se. Para o cálculo do teor de lactose, expresso em percentagem, 
em lactose hidratada, utilizou-se a seguinte equação: 
 
 
 
 
 
4.7 Determinação do Teor de Açúcares Totais  
 Para esta determinação foi utilizada a Norma Portuguesa 704 de 1994 segundo a 
qual, açúcares totais são o total de açúcares redutores (monossacáridos, alguns 
dissacáridos e trissacáridos, com grupos aldeídos ou cetónicos ativos que lhes dão poder 
redutor), expresso em açúcar invertido, após hidrólise nas condições descritas na norma, 
anexo 8.6.  
Lactose (%) =  50 x      m1    . 
                                    V x m 
Onde: 
m1 – massa de lactose, que no quadro que se 
encontra no anexo 8.5, corresponde à massa de óxido 
cuproso obtido na determinação (mg); 
m – massa da toma da amostra (g); 
V – Volume do filtrado medido para a determinação 
(ml). 
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 O procedimento seguido, concisamente, foi o seguinte: pesou-se 20 g de amostra, 
colocou-se num balão volumétrico de 200 ml e adicionou-se 12,5 ml de solução de 
Carrez I (10,6 g de ferrocianeto de potássio (Labsolve) em 100 ml de água destilada) e 
12,5 ml de solução de Carrez II (21,9 g de acetato de zinco (Merck) e 3 ml de ácido 
acético glacial (Scharlau) em 100 ml de água destilada). Perfez-se o volume com água 
destilada, agitou-se e filtrou-se. Para um balão de 100 ml mediu-se 50 ml do filtrado 
obtido e 3,5 ml de ácido clorídrico a 37% (Panreac). Agitou-se e colocou-se em banho 
(anexo 8.1.6, figura 8.9) (Julabo) a 70oC durante 5 minutos. De seguida arrefeceu-se e 
neutralizou-se com solução aquosa de hidróxido de sódio a 30% (Panreac) em presença 
de fenolftaleína (Panreac) (anexo 8.1.6, figura 8.1.10). Adicionou-se ácido clorídrico 
diluído (1+9) (Panreac) até o meio estar ligeiramente acidificado, agitou-se e perfez-se o 
volume. Mediu-se, para um gobelé de 400 ml, 25 ml de solução de sulfato de cobre a 7% 
(Panreac), 25 ml de solução alcalina tartárica (Panreac) e 50 ml do filtrado obtido 
anteriormente. Colocou-se o gobelé com um vidro de relógio sobre uma placa de 
aquecimento (Velp Scientific) e aqueceu-se de modo a que o líquido entrasse em 
ebulição decorridos 4 minutos e manteve-se durante 2 minutos. Terminada a ebulição, 
deixou-se repousar o precipitado e filtrou-se o líquido ainda quente, com o auxílio de uma 
bomba de vácuo e frasco de kitassato, através do cadinho de fundo filtrante previamente 
pesado. Lavou-se o gobelé e o precipitado com água aquecida a 60oC, em seguida com 
10 ml de álcool a 95% (Panreac) e 10 ml de éter dietílico (Panreac). Secaram-se os 
cadinhos filtrantes (G4) em estufa a 102oC, durante 30 minutos, arrefeceu-se em 
exsicador e pesou-se. Para o cálculo do teor de açúcares totais, expresso em 
percentagem, em lactose hidratada, utilizou-se a seguinte equação: 
 
 
 
 
 
4.8 Determinação da Cinza Total 
A cinza total foi determinada de acordo com a Norma Portuguesa 477 de 1983, 
que se encontra no anexo 8.7, sendo que a cinza total trata-se do resíduo mineral obtido 
por incineração segundo o processo em baixo resumido. 
Açucares (%) =  40 x      mi    .  
 Totais                           V x m 
Onde: 
mi – massa de açúcar invertido, que no quadro que se 
encontra no anexo 8.6, corresponde à massa m1, em 
miligramas de óxido cuproso obtido na determinação 
(mg); 
m – massa da toma da amostra (g); 
V – Volume do filtrado medido após defecação e 
inversão(ml). 
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 Mediu-se e pesou-se 25 ml de amostra para um cadinho, previamente seco e 
pesado, adicionou-se algumas gotas de ácido acético glacial a 99,8% (Scharlau) e 
evaporou-se no banho (Julabo), apresentado no anexo 8.1.6, figura 8.1.9, até à secura. 
Carbonizou-se, lentamente, o resíduo à chama, apresentada no anexo 8.1.7, figura 
8.1.11, e calcinou-se na mufla (Nabertherm) a uma temperatura de 450oC durante 5 
horas. Deixou-se arrefecer em exsicador e pesou-se. Para a obtenção da cinza total 
realizou-se o seguinte cálculo: 
 
 
  
 
4.9 Determinação dos Ácidos Gordos 
Para a realização deste processo começou-se por realizar uma extração da 
matéria gorda. Foi utilizado o procedimento descrito em 4.4, anexo 8.3 para a 
determinação do teor de matéria gorda. 
 Depois do processo de extração da matéria gorda realizou-se uma metilação, cujo 
procedimento seguido teve como referência Lepage and Roy (1986) e Cohen et al (1988). 
Após evaporação adicionou-se 5 ml de uma mistura de cloreto de acetilo:metanol (1:19) 
(Acros Organics e Fisher Scientific) e agitou-se energicamente. Colocou-se o líquido 
resultante em tubos de ensaio que foram de seguida colocados em banho-maria a 80oC 
durante 1 hora, deixou-se arrefecer à temperatura ambiente. Adicionou-se 1 ml de água 
mili-Q e 2 ml de n-heptano (Scharlau) e agitou-se durante 1 minuto no vortex (Velp 
Scientific). Centrifugou-se (anexo 8.1.8, figura 8.1.12) (Eppendorf) durante 5 minutos a 
1500g, recolheu-se a fase orgânica e colocou-se no Cromatógrafo Gasoso Capilar 
(Finnigan TRACE GC Ultra), equipado com injetor automático AS 3000 (Thermo Electron 
Corporation) e munido de uma coluna Trace TR- FAME com 30m de comprimento, 0,25 
mm de diâmetro interno e 0,25µm de filme, anexo 8.1.8, figura 8.13, para obtenção dos 
cromatogramas. As temperaturas do injetor e do detetor mantiveram-se nos 250ºC e 
260ºC, respetivamente. Utilizou-se o hélio como gás de arraste a um caudal de 1,5 
mL/min. O ar e o hidrogénio foram fornecidos ao detetor a caudais de 350 mL/min e 35 
mL/min, respetivamente. Para a análise das amostras o programa das temperaturas foi 
ajustado da seguinte forma: 60ºC durante 1 min; aumento de temperatura até 150ºC a 
Cinzas (%) =   m3 –m2    x 100 
            m1 
Onde: 
m3 – massa final (cadinho + amostra calcinada); 
m2  - massa cadinho inicial; 
m1 – massa da toma da amostra. 
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15ºC/min; manutenção 150ºC por 1 min; aumento para 220ºC a uma taxa de 5ºC/ min; e 
um patamar final a 220ºC durante 20 min. 
 
4.10 Análise Sensorial 
A análise sensorial foi realizada através de duas provas, afetiva e de aceitação. 
No primeiro caso, a prova foi realizada com 10 provadores e foi-lhes pedido que 
provassem duas amostras codificadas, uma tratava-se de um iogurte com frutos 
vermelhos comercial (Continente) e a outra amostra tratava-se de um batido de kefir com 
frutos vermelhos. O batido foi preparado da seguinte forma: colocou-se num liquidificador 
(Moulinex) 300 ml de kefir (filtrado resultante) e juntou-se 25 g de frutos vermelhos 
congelados (Adélie) e 25g de açúcar (sidul) (anexo 8.1.9, figuras 8.1.14, 8.1.15, 8.1.16) .  
Na preparação da prova afetiva, colocou-se em tabuleiros, um por provador, dois 
copos contendo as amostras codificadas, duas colheres, um copo com água, uma 
bolacha e um guardanapo (anexo 8.1.9, figura 8.1.17), acompanhou-se os provadoras até 
às cabines de prova individuais e entregaram-se os tabuleiros e uma folha de prova para 
preencherem. Na folha de prova (anexo 8.8) encontravam-se os códigos das amostras e 
era pedido que os provadores escolhessem a amostra mais agradável relativamente a 
vários parâmetros, nomeadamente cor, aparência e odor (antes da degustação), doce, 
ácido e textura na boca (durante a degustação) e flavour residual /persistência de sabor 
(após a degustação). Por fim pediu-se que, em termos globais, escolhessem a amostra 
preferida. 
A prova de aceitação foi realizada apenas com uma amostra, simplesmente foi 
provado o batido de kefir com frutos vermelhos, preparado da mesma forma que na prova 
descrita anteriormente, no entanto foi realizada com 51 provadores. Foram escolhidos 
provadores de ambos os sexos e com idades compreendidas entre os 18 e os 60 anos. 
Os tabuleiros distribuídos continham apenas um copo com amostra, uma colher, um copo 
com água, uma bolacha e um guardanapo. Na folha de prova (anexo 8.9) apresentada 
aos provadores foi-lhes pedido que provassem a amostra fornecida e que, numa escala 
de 1 a 5 (em que 1 correspondia a “nada agradável” e 5 correspondia a “extremamente 
agradável”), a caracterizassem de acordo com cinco parâmetros, particularmente o odor, 
a cor, textura, sabor e flavour residual/ persistência de sabor. No final, colocou-se uma 
questão, caso o produto existisse no mercado, se o provador o compraria. 
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5. Discussão de Resultados 
Os resultados obtidos nas diferentes análises químicas realizadas encontram-se 
discriminados na tabela 5.1 em baixo apresentada. 
 
 
 
 
          Parâmetros Analisados     
T 
(h) 
Amostra pH Acidez (mL/L) Gordura (%) Proteína (%) Lactose Açucares Totais Cinzas 
12 
K1 5,74 105 2,41 3,48 4,38 2,88 0,43 
K2 6,03 81 2,01 3,47 4,36 2,87 0,82 
K3 5,82 96 2,54 3,39 4,40 2,89 0,16 
Kefir12h 5,86 94 2,32 3,45 4,38 2,88 0,47 
DP 0,15 12,12 0,28 0,05 0,02 0,01 0,33 
24 
K1 4,60 243 1,82 3,37 3,90 2,46 0,89 
K2 4,58 261 1,58 3,65 3,93 2,42 0,86 
K3 4,63 247,5 1,6 3,66 3,88 2,41 0,82 
Kefir24h 4,60 250 1,67 3,56 3,90 2,43 0,86 
DP 0,03 9,37 0,13 0,16 0,03 0,03 0,04 
48 
K1 4,22 300 1,86 3,86 3,57 1,98 0,93 
K2 4,30 309 1,8 3,46 3,59 1,95 0,93 
K3 4,29 324 1,82 3,59 3,56 1,99 0,21 
Kefir48h 4,27 311 1,83 3,64 3,57 1,97 0,69 
DP 0,04 12,12 0,03 0,20 0,02 0,02 0,42 
72 
K1 4,28 352,5 1,78 3,66 3,42 1,73 1,34 
K2 4,18 361,5 1,76 3,53 3,43 1,7 1,1 
K3 4,03 372 1,8 3,54 3,45 1,74 1,26 
Kefir72h 4,16 362 1,78 3,58 3,43 1,72 1,23 
DP 0,13 9,76 0,02 0,07 0,02 0,02 0,12 
L
e
it
e
 
L1 6,62 17 2,45 3,24 4,86 3,07 0,53 
L2 6,62 17,5 2,83 3,25 4,83 3,1 0,52 
L3 6,62 17 2,89 3,22 4,81 3,09 0,54 
Leite 6,62 17,2 2,72 3,24 4,83 3,09 0,53 
DP 0 0,29 0,24 0,02 0,03 0,02 0,01 
Io
g
u
rt
e
 
I1 4,21 270 2,48 2,37 4,08 10,62 1,06 
I2 4,23 273 2,44 2,29 4,06 10,58 1,08 
I3 4,24 265,5 2,4 2,39 4,05 10,61 1,07 
Iogurte 4,23 269,5 2,44 2,35 4,06 10,6 1,07 
DP 0,02 3,78 0,04 0,05 0,02 0,02 0,01 
 
Tabela 5.1 - Resultados obtidos nas diferentes análises químicas, onde K1, K2 e K3 corresponde às três 
repetições para cada amostra, Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h e Kefir72h correspondem às médias das três 
repetições e, por fim, DP corresponde ao desvio padrão associado a cada média. 
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Com o objetivo de averiguar a existência de diferenças estatisticamente 
significativas entre as amostras (Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte 
líquido natural açucarado), para os parâmetros em análise (pH, Acidez (mL/L), Gordura 
(%), Proteína (%), Lactose (%), Açúcares Totais (%) e Cinzas (%)) foi realizada uma 
Análise de Variância (ANOVA) (anexo 8.10, tabela 8.10.4) ou o teste não-paramétrico de 
Kruskal-Wallis (anexo 8.10, tabela 8.10.2), dependendo da violação ou não dos 
pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade das variâncias (anexo 8.10, 
tabela 8.10.1). Sempre que os resultados foram estatisticamente significativos, as 
respetivas comparações múltiplas foram realizadas (proporcionando a comparação, em 
média, de cada amostra contra todos as outras) (Zar, 2010). Todos os procedimentos 
estatísticos foram realizados através do software IBM SPSS Statistics 19.0. As diferenças 
foram consideradas estatisticamente significativas ao nível de significância (α) de 0,05. 
  
 
5.1. Determinação do pH 
 
 Quando comparadas as 6 amostras, os resultados indicaram a existência de 
diferenças estatisticamente significativas (Teste de Kruskal-Wallis, X2(5) = 15,47, p 
value<0.05). Mais concretamente (anexo 8.10, tabela 8.10.3), conclui-se que apenas não 
são detetadas diferenças quando comparadas as amostras de Kefir72h com Kefir24h, 
com Kefir48h e com iogurte líquido natural açucarado, assim como, quando comparadas 
as amostras de Kefir48h com iogurte líquido natural açucarado.  
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Adicionalmente é ainda possível concluir que o Kefir12h apresentou um valor 
médio de pH de 5,86, superior ao Kefir24h (4,60), ao Kefir48h (4,27), ao Kefir72h (4,16) e 
ao iogurte comercial (4,23). O pH do Kefir12h apenas se revelou inferior ao pH do leite 
(6,62). Relativamente ao Kefir24h, o pH apresentou-se inferior ao do leite, e superior ao 
do Kefir48h, assim como ao do iogurte. O Kefir48h revelou-se inferior às amostras 
Kefir12h, Kefir24h e leite. No caso do Kefir72h, o valor de pH foi mais baixo quando 
comparado com as amostras de Kefir12h e de leite. Para o leite, os valores referentes ao 
pH evidenciaram-se superiores quando comparados com as restantes amostras. Por fim, 
entre o iogurte comercial, o Kefir12h, o Kefir24h e o leite, o iogurte é o que apresenta 
valor de pH inferior.  
Em termos gerais, verificou-se que existe uma diminuição de pH acentuada entre 
as 12 e as 24 horas de fermentação, de 5,86 passou para 4,60, não sendo significativa 
passadas 48 ou 72 horas (4,27 e 4,16, respetivamente). Esta diminuição do pH deve-se 
ao facto das bactérias, ácido-lácticas por exemplo, degradarem a lactose e produzirem 
ácido láctico, como já foi referido anteriormente. O pH do Kefir24h revelou-se mais 
Figura 5.1 - Comparação dos valores médios de pH, quando comparadas as amostras 
Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os resultados 
referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. As colunas 
representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± Desvio-
Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
 
 54 
próximo do pH do iogurte (4,23) do que do pH do leite (6,62), o que seria de esperar, 
dado que, sendo um leite fermentado, apresenta características mais aproximadas ao 
iogurte. O leite apresentou o pH mais neutro.  
Nas três repetições da determinação do pH para cada amostra de kefir, tabela 5.1, 
alguns valores mostraram-se algo discrepantes. Isto pode dever-se ao facto de os 
inóculos não serem exatamente iguais, o que implica nas características finais do kefir. 
 
 
5.2. Determinação da Acidez 
 De acordo com o teste da homogeneidade de variâncias (anexo 8.10, tabela 
8.10.1) verificou-se que, através do p value obtido, 0,176 (> 0,05), o pressuposto da 
homogeneidade de variâncias foi cumprido, e por isso realizou-se uma interpretação 
através do Teste ANOVA (anexo 8.10, tabela 8.10.4). 
Com este teste, denotou-se que, mais uma vez, quando comparadas as 6 
amostras, existiram diferenças estatisticamente significativas, uma vez que o p value foi 
de 0,000 (<0,05). Com isto, realizou-se, novamente o teste de comparações múltiplas, 
Teste Post Hoc (anexo 8.10, tabela 8.10.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
    
 
Figura 5.2 - Comparação dos valores médios de acidez, quando comparadas as amostras 
Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os resultados 
referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. As colunas 
representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± Desvio-
Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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Pela análise da figura acima apresentada, figura 5.2, verificou-se que existiram 
diferenças estatisticamente significativas entre o Kefir12h, o Kefir48h, o Kefir72h e o leite. 
Não foram detetadas diferenças estatisticamente significativas entre o Kefir24h e o 
iogurte.  
 Pelos resultados obtidos, é possível afirmar que a acidez aumentou ao longo da 
fermentação, facto este, que prova que as bactérias e as leveduras, presentes nos grãos 
de kefir, realizaram uma fermentação gradual ao longo do tempo, sendo apenas um 
pouco mais acentuada entre as 12 e as 24 horas de fermentação, 94 mL/L e 250,5 mL/L, 
respetivamente. O leite foi a amostra que apresentou acidez mais reduzida, apenas 17,17 
mL/L. Este resultado é aceite dadas as características químicas e organoléticas do leite. 
Das 4 amostras de kefir, a que apresentou valor de acidez mais aproximado ao do iogurte 
(269,5 mL/L) foi o Kefir24h (250 mL/L). No caso do Kefir48h e do Kefir72h, os valores de 
acidez obtidos, 311 e 362 mL/L, foram bastante elevados, o que afetou o sabor e o odor, 
tornando-os desagradáveis. 
 
 
 
5.3 Determinação do teor de matéria gorda 
 A análise estatística do teor de matéria gorda foi realizada da mesma forma que 
na determinação do pH. Neste caso também não foi cumprido o pressuposto da 
homogeneidade de variâncias, anexo 8.10, tabela 8.10.1), pelo que se realizou uma 
interpretação através do Teste Kruskal-wallis (anexo 8.10, tabela 8.10.2). De seguida, foi 
realizado o Teste Post Hoc, de acordo com os mesmos parâmetros, em cima descritos 
(anexo 8.10, tabela 8.10.3). 
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Segundo os resultados obtidos pelo Teste Post Hoc, figura 5.3, verificou-se que, o 
Kefir12h não apresentou diferenças estatisticamente significativas quando comparado 
com as restantes 5 amostras; o Kefir24h apenas apresentou diferenças estatisticamente 
significativas com o leite e o iogurte; existiram diferenças estatisticamente significativas 
entre o Kefir48h e o iogurte; entre o Kefir72h e o iogurte também se detetaram 
diferenças, ou seja, o iogurte foi o que apresentou diferenças estatisticamente 
significativas com mais amostras (Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h e o leite). 
 Ao analisar os resultados obtidos, denotou-se que o leite apresentou o teor de 
matéria gorda mais elevado, 2,72%. Isto deve-se ao facto de, nas determinações, ter sido 
utilizado leite meio-gordo. O teor de gordura do Kefir12h (2,32%) foi o que mais se 
aproximou do teor do iogurte (2,44%). A amostra que apresentou teor de gordura mais 
baixo foi o Kefir24h, 1,67%, o que demonstra que o kefir com 24 horas de fermentação é 
o mais saudável. Tendo em conta os desvios padrão do kefir48h (1,83%), Kefir72h 
(1,78%) e do kefir 24h é possível afirmar que os teores de gordura são bastante 
semelhantes. 
 
 
 
Figura 5.3 - Comparação dos valores médios de matéria gorda (Gordura), quando 
comparadas as amostras Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural 
açucarado. Os resultados referem-se à média de três experiências independentes realizadas 
em triplicado. As colunas representam os valores médios de pH. As linhas verticais 
representam a média ± Desvio-Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente 
significativas (p<0.05) quando comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), 
com Kefir48h (†), com Kefir72h (‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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5.4 Determinação do Teor de Proteína Bruta 
 Para a determinação do teor de proteína, a análise estatística foi realizada da 
mesma forma que o pH e a matéria gorda. Depois de se verificar que o pressuposto da 
homogeneidade de variâncias não foi cumprido (anexo 8.10, tabela 8.10.1), realizou-se a 
interpretação através do Teste Kruskal-wallis (anexo 8.10, tabela 8.10.2), sendo depois 
realizado o Teste Post Hoc, de acordo com os mesmos parâmetros, descritos 
anteriormente (anexo 8.10, tabela 8.10.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Pela análise dos resultados obtidos na determinação do teor de proteína bruta, 
figura 5.4, através do teste Post-Hoc, verificou-se que o Kefir12h apenas apresentou 
diferenças estatisticamente significativas com o leite e o iogurte, não tendo sido 
detetadas diferenças entre este, o Kefir24h, Kefir48h e Kefir72h; o Kefir24h apenas 
apresentou diferenças estatisticamente significativas com o iogurte, assim como o 
Kefir48h que também só apresentou diferenças com o iogurte. No caso do teor de 
proteína no Kefir72h foram detetadas diferenças entre este, o leite e o iogurte; o leite 
apresentou diferenças estatisticamente significativas com o Kefir12h, o Kefir72h e o 
Figura 5.4 - Comparação dos valores médios de proteína, quando comparadas as amostras 
Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os resultados 
referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. As colunas 
representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± Desvio-
Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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iogurte. Por último e como já nomeado acima existiram diferenças estatisticamente 
significativas entre o teor de proteína do iogurte e as restantes 5 amostras. 
 Tendo em conta os resultados obtidos, observou-se que o iogurte apresentou o 
teor de proteína bruta mais reduzido (2,35%), seguindo-se o leite, com 3,24 % de 
proteína bruta. As restantes amostras, Kefir12h (3,45%), Kefir24h (3,56%), Kefir48h 
(3,64%) e Kefir72h (3,58%) não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 
entre eles, sendo os valores obtidos muito próximos entre si, pelo que esta variação não 
é expressiva.  
Este método determina o teor de azoto total, pelo que, como o kefir fermentou o 
leite, as proteínas são digeridas, mas os átomos de azoto mantêm-se, por isso os 
resultados obtidos foram os esperados. No caso do iogurte, este pode ter sido 
fermentado a partir de um leite com menos proteína, daí o seu teor de proteína. 
 
 
5.5 Determinação do Teor de Lactose 
 A análise estatística correspondente a esta determinação foi realizada da mesma 
forma que na determinação da acidez e seguindo os mesmos parâmetros. O teste da 
homogeneidade de variâncias (anexo 8.10, tabela 8.10.1) demonstrou que pressuposto 
da homogeneidade das variâncias foi cumprido (p value=0,890 > 0,05), e por conseguinte 
o teste utilizado foi o teste ANOVA (anexo 8.10, tabela 8.10.4). A hipótese nula (H0) foi, 
novamente, rejeitada, existiram diferenças estatisticamente significativas, uma vez que o 
p value foi de 0,000 (<0,05). Com isto, realizou-se, novamente o teste de comparações 
múltiplas, Teste Post Hoc (anexo 8.10, tabela 8.10.5). 
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Verificou-se, pela análise dos resultados obtidos para o teor de lactose, figura 5.5, 
que existiram diferenças estatisticamente significativas entre todas as amostras.  
 De acordo com os resultados denotou-se que o Kefir72h apresentou o teor de 
lactose mais baixo (3,43%) e o leite apresentou o teor de lactose mais elevado (4,83%). 
Verificou-se que, ao longo do tempo de fermentação, o teor de lactose foi diminuindo, o 
Kefir12h apresentou 4,38% de lactose, o Kefir24h apresentou 3,90%, o Kefir48h 3,57% e 
o Kefir72h 3,43%. Este facto, demonstra que ao longo da fermentação a lactose foi sendo 
consumida e degradada pelas bactérias. O iogurte (4,06%), apesar de possuir menos 
lactose do que o leite (4,83%), possui mais do que o Kefir24h (3,90%), sendo o kefir o 
mais aconselhável a pessoas intolerantes à lactose.   
  
 
5.6 Determinação do Teor de Açúcares Totais  
 Tal como na determinação da acidez e do teor de lactose, o teor de açúcares 
totais, foi analisado estatisticamente através do teste da homogeneidade de variâncias 
Figura 5.5 - Comparação dos valores médios de lactose, quando comparadas as amostras 
Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os resultados 
referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. As colunas 
representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± Desvio-
Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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(anexo 8.10, tabela 8.10.1) e mais uma vez, o pressuposto da homogeneidade das 
variâncias foi cumprido (p value=0,476 > 0,05) e o teste utilizado foi o teste ANOVA 
(anexo 8.10, tabela 8.10.4). A hipótese nula (H0) foi, novamente, rejeitada, existiram 
diferenças estatisticamente significativas, uma vez que o p value foi de 0,000 (<0,05). 
Com isto, realizou-se, novamente o teste de comparações múltiplas, Teste Post Hoc 
(anexo 8.10, tabela 8.10.5). 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
Pelos resultados obtidos através do teste Post Hoc (figura 5.6), denotou-se que, 
entre todas as amostras existiram diferenças estatisticamente significativas. 
 O iogurte, pelas suas características, iogurte natural açucarado, possui uma 
quantidade de açúcares totais bastante elevada, cerca de 10,60 %, que corresponde ao 
teor de açúcares totais presente no rótulo da embalagem. 
Figura 5.6 - Comparação dos valores médios de açúcares totais, quando comparadas as 
amostras Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os 
resultados referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. 
As colunas representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± 
Desvio-Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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 Verificou-se que, tal como para a lactose, o teor de açúcares diminuiu ao longo da 
fermentação, sendo que, o Kefir12h apresentou 2,88%, o Kefir24h 2,43%, o Kefir48h 
1,97% e o Kefir72h 1,72%. Esta diminuição é esperada e pode ser explicada pelo facto 
das bactérias consumirem o açúcar do leite ao efetuarem a fermentação. O leite obteve 
um teor de açúcares totais de 3,09%, valor próximo do teor do Kefir12h (2,88%), ou seja, 
nas primeiras 12 horas de fermentação não existiu um consumo de açúcares muito 
acentuado. 
 
 
5.7 Determinação da Cinza Total 
 A análise estatística utilizada nesta determinação foi a mesma que para o pH, a 
matéria gorda e proteína bruta. Depois de verificado que o pressuposto da 
homogeneidade de variâncias não foi cumprido (anexo 8.10, tabela 8.10.1), realizou-se a 
interpretação através do Teste Kruskal-wallis (anexo 8.10, tabela 8.10.2), sendo depois 
realizado o Teste Post Hoc, de acordo com os mesmos parâmetros, descritos 
anteriormente (anexo 8.10, tabela 8.10.2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
Figura 5.7 - Comparação dos valores médios de cinzas totais, quando comparadas as 
amostras Kefir12h, Kefir24h, Kefir48h, Kefir72h, leite e iogurte líquido natural açucarado. Os 
resultados referem-se à média de três experiências independentes realizadas em triplicado. 
As colunas representam os valores médios de pH. As linhas verticais representam a média ± 
Desvio-Padrão (DP); detetadas diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) quando 
comparadas as amostras com Kefir12h (*), com Kefir24h (#), com Kefir48h (†), com Kefir72h 
(‡), com leite (§) e com iogurte líquido natural açucarado (¥). 
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 Ao analisar os resultados obtidos, figura 5.7, observou-se que o Kefir12h não 
apresentou diferenças estatisticamente significativas com as restantes amostras; ocorreu 
o mesmo com o Kefir48h, que também não apresentou diferenças. O Kefir24h 
apresentou diferenças estatisticamente significativas com o leite e o iogurte; foram 
detetadas diferenças entre o Kefir72h e o leite. O leite demonstrou possuir diferenças 
estatisticamente significativas com o Kefir24h, o Kefir72h e o iogurte. Por último, o iogurte 
apresentou diferenças estatisticamente significativas com o Kefir24h e o leite. 
 Os resultados obtidos nesta determinação apresentam algumas inconsistências, o 
Kefir12h apresentou o valor mais baixo de cinzas (0,47%), seguindo-se o leite, com 
0,53%, o Kefir48h obteve 0,69%, o Kefir24h 0,86%, o iogurte obteve 1,07 % e o Kefir72h 
apresentou o teor de cinzas mais elevado, 1,23%. Estas discrepâncias podem ser 
justificadas pelo facto de durante a evaporação na mufla, ter ocorrido perda de massa em 
algumas das amostras. 
 
 
 
 
5.8 Determinação dos Ácidos Gordos 
 Nesta determinação, foram analisadas 6 amostras, o leite, o iogurte, o kefir 
fermentado durante 24 horas, o kefir fermentado durante 24 horas guardado durante uma 
semana no frigorífico, o batido de kefir (fermentado durante 24h) com frutos vermelhos e 
o batido de kefir (fermentado durante 24 horas) com frutos vermelhos guardado no 
frigorífico durante uma semana. 
 Através da cromatografia gasosa, obtiveram-se os cromatogramas, referente às 
análises das amostras, apresentados nas figuras abaixo apresentadas (figuras 5.8, 5.9, 
5.10, 5.11, 5.12, 5.13). 
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Figura 5.8 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do leite. 
 
Figura 5.9 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do iogurte. 
 
Figura 5.10 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do Kefir24h. 
 
Figura 5.11 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do Kefir24h com 
frutos vermelhos.. 
 
Figura 5.12 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do Kefir24h com 
uma semana. 
 
Figura 5.13 - Cromatograma associado à 
determinação dos ácidos gordos do Kefir24h com 
frutos vermelhos com uma semana. 
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Com os cromatogramas, e com o auxílio dos padrões certificados PUFA-3, 
Menhaden Oil da Supelco Analytical, cuja composição é conhecida, identificou-se os 
ácidos gordos presentes nas amostras, através do tempo de retenção dos picos na 
coluna. Obteve-se a tabela 5.2 que demonstra as percentagens de cada ácido gordo em 
cada amostra. 
 
 
Ácido Gordo Leite  Iogurte Kefir 24h 
Kefir com 
frutos 
vermelhos 
Kefir 24h 
com uma 
semana 
Kefir com 
frutos 
vermelhos 
com uma 
semana 
Ácido Caproico 1,65 1,54 1,53 0,85 0,87 3,72 
Ácido Caprílico 1,50  1,45 1,43 1,07 0,99 3,28 
Ácido Cáprico 3,20 3,17 3,33 2,53 3,05 8,44 
Ácido Láurico 4,30 3,99 4,46 3,33 3,96 7,94 
Ácido Mirístico 11,89 14,49 15,41 9,51 11,22 16,95 
Ácido Miristoleíco 0,43  -   -   -   -   -  
Ácido Pentadecanóico  0,98 1,44 1,18 1,01 1,15 1,45 
Ácido Palmítico 44,27 41,74 41,83 39,59 40,02 34,13 
Ácido Palmitoleíco 0,66 0,82 0,57 0,54 0,09 0,47 
Ácido Esteárico/Ácido Oleíco 28,91 28,43 28,25 36,7 37,11 21,29 
Ácido Linoleico 0,51 0,86 0,58 3,14  -   -  
Ácido Linolénico 0,20 0,46 0,28  -  0,16 0,33 
Ácido Estearidónico 0,23  -  0,23 0,32 0,18 0,32 
Ácido Eicosenóico 0,23 0,72  -  0,24  -  0,24 
Ácido Araquidónico 0,26 0,35 0,35 0,38 0,36  -  
Ácido Docosahexaenóico 0,10  -   -   -   -   -  
 
Pela análise da tabela 5.2 verificou-se que, no que diz respeito ao ácido caproico 
o leite, o iogurte e o kefir fermentado durante 24 horas apresentaram percentagens 
semelhantes, enquanto que o kefir com frutos vermelhos e o kefir24h guardado uma 
semana no frigorífico apresentaram, ambos, percentagens mais baixas. O Kefir com 
frutos vermelhos guardado no frigorífico durante uma semana apresentou a percentagem 
mais elevada, cerca de o quadruplo da percentagem inicial (kefir com frutos vermelhos). 
Em relação ao ácido caprílico, verificou-se a mesma situação que para o ácido caproico. 
Tabela 5.2- Percentagem de ácidos gordos encontrados em cada uma das amostras.  
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No caso do ácido cáprico verificou-se que o leite, o iogurte, o kefir24h e o kefir24h 
com uma semana apresentaram percentagens aproximadas, o kefir com frutos vermelhos 
apresentou a percentagem mais reduzida e, mais uma vez, o kefir com frutos vermelhos 
com uma semana apresentou a percentagem mais elevada de ácido cáprico.  
Verificou-se uma percentagem mais elevada de ácido láuríco e mirístico no kefir 
com furtos vermelhos com uma semana, e, em ambos os casos, o kefir com frutos 
vermelhos “fresco” apresentou a percentagem mais baixa. 
O leite foi a única amostra que possuiu ácido miristoleíco e docosahexaenóico, 
mesmo que em percentagens muito reduzidas. 
 No que diz respeito ao ácido pentadecanóico, o iogurte e o kefir com frutos 
vermelhos com uma semana apresentaram percentagens semelhantes, sendo que, estas 
foram as mais elevadas. O leite apresentou a percentagem mais reduzida deste ácido. 
Relativamente ao ácido palmítico verificou-se que, em primeiro lugar, este foi o 
ácido gordo presente em maior quantidade em todas as amostras, sendo que, o leite 
apresentou uma percentagem bastante elevada (quase 50%), seguindo-se o iogurte e o 
kefir, que possuíram percentagens semelhantes; o kefir com frutos vermelhos e o 
kefir24h com uma semana apresentaram percentagens aproximadas e, por fim, o kefir 
com frutos vermelhos com uma semana apresentou a percentagem de ácido palmítico 
mais reduzida. 
No que diz respeito ao ácido palmitoleíco, verificou-se que todas as amostras 
apresentaram uma percentagem inferior a 1%, sendo que, o iogurte com frutos vermelhos 
com uma semana apresentou uma percentagem residual. 
Na identificação dos picos, verificou-se que num dos casos, um pico poderia ser 
correspondente a dois ácidos gordos, neste caso, esteárico ou oleico. Neste caso, este 
ácido gordo apareceu em todas as amostras em elevadas quantidades, no entanto a que 
apresentou a percentagem mais reduzida foi o kefir com frutos vermelhos com uma 
semana. 
Quanto à percentagem de ácido linoleico verificou-se que nem o kefir24h com 
uma semana nem o kefir com frutos vermelhos com uma semana apresentaram este 
ácido; o leite, o iogurte e o kefir24h apresentaram percentagens baixas e o kefir com 
frutos vermelhos possuiu a percentagem mais elevada. 
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Relativamente ao ácido linolénico, verificou-se que o kefir com frutos vermelhos 
não possui este ácido gordo e as restantes amostras apresentaram percentagens de 
ácido gordo bastante reduzidas, todas inferiores a 0,5%. 
O iogurte não apresentou ácido estearidónico, enquanto que as restantes 
amostras possuíram percentagens muito reduzidas, abaixo dos 0,4%. 
No caso do ácido eicosenóico verificou-se que o iogurte apresentou a 
percentagem mais elevada, o leite, o kefir com frutos vermelhos e o kefir com frutos 
vermelhos com uma semana, apresentaram valores semelhantes; o kefir24h e o kefir24h 
com uma semana não apresentaram ácido eicosenóico. 
No que diz respeito ao ácido araquidónico verificou-se que o kefir com frutos 
vermelhos com uma semana não apresentou este ácido, o leite apresentou uma 
percentagem bastante reduzida e o iogurte, o kefir24h “fresco” e com uma semana e 
ainda o kefir com frutos vermelhos apresentaram percentagens semelhantes. 
 Em termos gerais, existiu um aumento significativo dos ácidos gordos caproico, 
caprílico, cáprico, láurico e mirístico no kefir com frutos vermelhos com uma semana 
quando comparado com o kefir com frutos vermelhos inicial ou com as restantes 
amostras. O ácido palmítico foi o que apareceu em maiores percentagens em todas as 
amostras, seguido do ácido esteárico e oleico, depois o ácido mirístico seguido do ácido 
láurico, do ácido cáprico, caprílico e caproico. Os restantes ácidos gordos, encontram-se 
presentes em todas as amostras em percentagens inferiores a 1%, ou em alguns casos, 
estão mesmo ausentes.  
 
 
5.9 Análise Sensorial 
 Os resultados obtidos na análise sensorial de comparação, entre o batido de kefir 
com frutos vermelhos e o iogurte com frutos vermelhos comercial, encontram-se 
demonstrados na tabela 5.3, abaixo apresentada. 
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Sujeito 
Cor Aparência Odor Doce Ácido 
Textura na 
Boca 
Flavour 
Residual 
Preferência 
1 1 1 2 2 1 2 1 2 
2 1 1 2 2 1 1 2 2 
3 1 1 2 2 1 2 1 2 
4 1 1 2 1 1 1 2 1 
5 1 1 2 2 1 2 2 2 
6 1 1 2 2 1 1 2 2 
7 1 1 2 2 2 2 2 2 
8 1 2 2 1 1 2 1 2 
9 1 1 2 2 1 2 2 2 
10 1 1 2 1 2 2 2 2 
 
Analisando a tabela 5.3 verificou-se que, em termos de cor, todos os 10 
provadores preferiram o kefir, no caso da aparência apenas um provador, provador 
número 8, preferiu o iogurte, sendo que os restantes 9 preferiram o kefir. No que diz 
respeito ao odor, todos os provadores preferiram o iogurte; em termos de doçura, 7 
provadores preferiram o iogurte, os restantes 3 preferiram o kefir; no caso do parâmetro 
acidez, 8 dos 10 provadores escolheram o kefir, mas, neste caso, os provadores terão 
indicado qual das duas amostras seria a mais ácida e não qual preferiam, tendo em conta 
as restantes escolhas. No que diz respeito à textura na boca, apenas 3 provadores 
preferiram o kefir, enquanto que os restantes preferiram o iogurte; no caso do flavour 
residual, ou seja, a persistência de sabor que fica na boca após deglutição da amostra, 3 
provadores preferiram o kefir e 7 preferiram o iogurte. Por fim, foi pedido aos provadores 
que, em termos globais, escolhessem uma das amostras como a preferida e, neste caso, 
9 em 10 provadores preferiram o iogurte.  
Através desta análise sensorial verificou-se que, quando se compara estas duas 
amostras, o kefir fica a perder, e isto pode dever-se ao facto de, o ser humano consumir, 
desde criança, iogurtes e por isso estar habituado a este sabor. Uma vez que o kefir 
possui um sabor e odor tão característicos e de teor ácido, muitos indivíduos não 
apreciam este produto, ou apenas preferem o iogurte. 
Os resultados obtidos na análise sensorial afetiva de aceitação, encontram-se 
demonstrados na tabela 5.4, abaixo apresentada.   
 
 
Tabela 5.3 - Resultados obtidos na prova sensorial de comparação, onde 1 significa que o 
provador preferiu o batido de kefir com frutos vermelhos e 2 significa que o provador preferiu 
o iogurte com frutos vermelhos comercial.  
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Através da análise dos resultados obtidos, tabela 5.4, verificou-se que, em termos 
de odor, a classificação mais atribuída foi 2 e 3 (ambas atribuídas por 17 provadores), 
sendo que apenas 1 provador atribuiu a pontuação 1; já no caso da cor, nenhum 
provador atribuiu as pontuações 1 e 2 e a pontuação mais atribuída foi 5 (escolhida por 
25 provadores). No que diz respeito à textura, nenhum provador atribuiu a classificação 
de 1 e a pontuação mais atribuída para este parâmetro foi 4; no caso do sabor e do 
flavour, sucedeu o mesmo que no parâmetro anterior, nenhum provador atribuiu a 
classificação de 1 e a classificação escolhida por mais provadores foi 4. Por último, e 
quando perguntado aos provadores se comprariam o produto, caso este existisse no 
mercado, 47 afirmaram que comprariam e apenas 4 não comprariam.  
De acordo com estes resultados denotou-se que, ao contrário da análise sensorial 
anterior, esta análise mostrou-se favorável e o produto foi bastante aceite pelos 
provadores. 
Com os resultados obtidos na prova sensorial de aceitação realizou-se uma 
análise de correspondências múltipla (ACM). O diagrama (Figura 5.14) evidencia as 
configurações que refletem a existência de grupos de indivíduos que se posicionam, no 
âmbito da aceitação, da seguinte forma: 
 
 
  
Parâmetros Aceitação (Compraria) 
Classificação 
Odor Cor Textura Sabor Flavour Sim Não 
1 1 0 0 0 0 
47 4 
2 17 0 3 4 1 
3 17 8 15 12 20 
4 9 18 17 19 23 
5 7 25 16 16 7 
Tabela 5.4- Resultados obtidos na prova sensorial de aceitação, onde está apresentado o 
número de provadores que deram cada classificação a cada parâmetro.  
 
QualiKefir: Avaliação da Qualidade Físico-Química e Sensorial em 
Produtos derivados de Kefir, Leite e Iogurte Líquido Natural 
2012 
 
 
 69 
V 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pela análise da figura 5.14 verificou-se que, os provadores que classificam 
“flavour”, “textura” e “sabor” com 2, círculo a azul, estão claramente associados à 
intenção de não comprar. Por sua vez, os indivíduos que classificam todos os parâmetros 
com 5, circulo a verde, estão claramente associados à intenção de comprar; os indivíduos 
que classificam os parâmetros com 4, o mesmo círculo a verde, também se mostram 
favoráveis à possibilidade de poder comprar o produto. Verifica-se ainda que mesmo uma 
classificação de 1 para o “odor”, círculo a vermelho, não exclui a vontade do provador 
comprar. Os provadores que muito embora mostrem alguma renitência quanto à opinião 
favorável sobre alguns dos parâmetros, ainda assim, consideram comprar o produto, 
círculo a rosa. 
Dada a pouca representatividade de algumas classificações realizadas pelos 
inquiridos, as classificações 1 e 2, tal como 4 e 5 foram agrupadas. Desta forma foi 
possível demonstrar de forma mais vincada os padrões e perfis observados (Figura 5.15). 
 
Figura 5.14- Diagrama resultante da ACM para os diferentes parâmetros e classificação 
atribuída. 
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Em simultâneo, foi realizada uma análise fatorial (Figura 5.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 5.15- Diagrama resultante da ACM para as classificações agrupadas como 
1+2, 3 e 4+5. 
 
Figura 5.16- Análise fatorial dos parâmetros analisados na prova sensorial de 
aceitação. 
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 A figura 5.16 evidencia configurações que demonstram que a intenção de compra 
está claramente em oposição às classificações, ou seja, de uma forma geral embora a 
classificação seja realizada num determinado sentido, a vontade de comprar/não comprar 
acaba por aparecer dissociada (basicamente, os inquiridos até podem não ter gostado, 
mas ter na mesma vontade de comprar). 
 Mais uma vez, agrupou-se as classificações em 1+2, 3 e 4+5, uma vez que 
algumas classificações atribuídas pelos provadores, apresentam pouca 
representatividade, não sendo muito claros. Este processo encontra-se apresentado na 
figura 5.17, em baixo apresentado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Figura 5.17- Agrupamento das classificações em 1+2, 3 e 4+5 na análise fatorial. 
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6. Conclusão 
De acordo com os resultados obtidos ao longo desta dissertação denotou-se que 
o kefir fermentado durante 24 horas parece ser o mais indicado para o consumo. Tendo 
em conta o valor de pH obtido no kefir com 24 horas e os valores das restantes amostras 
verificou-se que passadas 48 horas ou 72 horas o pH diminuiu muito pouco, quase 
estabilizando, sendo o Kefir24h (4,60) o que mais se aproximou do iogurte (4,23), em 
termos de pH. Também em termos de acidez, o Kefir24h demonstrou ser o mais indicado 
para consumo, pois é o que mais se aproxima da acidez do iogurte e além disso, valores 
mais elevados de acidez, do que a apresentada pelo Kefir24h (250 mL/L) tornam-se 
desagradáveis em termos de sabor, uma vez que, alguns provadores demonstraram-se 
algo desagradados com a acidez do kefir, tendo em conta que o leite apresentou uma 
acidez de apenas 17,17 mL/L. 
No que diz respeito ao teor de matéria gorda encontrada nas amostras verificou-
se que o Kefir24h apresentou o valor mais baixo (1,67% de matéria gorda). Ao longo das 
fermentações, não se verificou grande alteração no teor de matéria gorda, o que leva a 
crer que a fermentação não afeta o teor de matéria gorda do kefir, esta mantém-se 
(aproximadamente, e tendo em conta os erros associados a esta determinação) ao longo 
de 72 horas de fermentação. O mesmo aconteceu, no caso da proteína bruta, onde, o 
seu teor se manteve, ao longo da fermentação, o que também demonstra que o teor de 
proteína bruta não é afetado pela fermentação realizada pelos grãos de kefir. Neste caso, 
as amostras de kefir (Kefir12h (3,45%), Kefir24h (3,56%), Kefir48h (3,64%) e Kefir72h 
(3,58%)) demonstraram todas teores de proteínas superiores ao teor do iogurte (2,35%). 
O teor de lactose, obtido foi o esperado, isto é, diminuiu ao longo da fermentação 
e apresentou-se mais elevado no leite e no iogurte. Apesar de o teor de lactose mais 
baixo que se obteve ter sido o do Kefir72h (como esperado), o Kefir24h continua a ser o 
mais indicado, pois, mais uma vez, o Kefir72h é desagradável para os consumidores 
tanto ao nível do sabor, como ao nível de odor ou mesmo aspeto. Com os resultados de 
teor de lactose é possível afirmar que este produto é apropriado para pessoas 
intolerantes à lactose, uma vez que esta diminuiu, em relação ao teor de lactose do leite. 
No que concerne ao teor de açúcares totais verificou-se que este diminuiu ao 
longo da fermentação, facto este também esperado, uma vez que as bactérias 
degradaram os açúcares para ocorrer a fermentação. O teor obtido para o iogurte, apesar 
de elevado, também foi o esperado tendo em conta que se tratou de um iogurte natural 
açucarado. 
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Verificou-se que, e tendo em conta os erros associados à determinação, ao 
método utilizado, os resultados obtidos para o teor de cinza não foram coerentes. No 
entanto, de acordo com os resultados obtidos, o Kefir 12h apresentou o teor de cinzas 
mais baixo e o Kefir72h apresentou o valor mais elevado. O Kefir24h apresentou um valor 
intermédio sendo mais elevado do que o do leite e mais baixo do que o do iogurte. Tendo 
em conta que quanto menor for o teor de cinzas, melhor será o alimento, neste caso o 
melhor seria o Kefir 12h. 
De acordo com os resultados obtidos na determinação dos ácidos gordos, 
verificou-se que os ácidos gordos que apareceram em maior quantidade, em todas as 
amostras, foram o ácido palmítico, o que seria de esperar uma vez que este está 
presente no leite, o ácido esteárico ou o ácido oleico (uma vez que, é difícil, de acordo 
com os picos obtidos nos cromatogramas, perceber, com certeza, que se trata de um ou 
de outro; segue-se o ácido mirístico, o ácido láurico, o ácido cáprico, o caproico e o 
caprílico; os restantes ácidos gordos aparecem em quantidades abaixo de 1%. Tendo em 
conta os resultados obtidos e comparando as amostras, é possível afirmar que o 
conteúdo em ácidos gordos do Kefir 24h (filtrado e de seguida feita a análise) foi bastante 
parecido ao conteúdo do iogurte, sendo que o Kefir24h conservado no frio durante uma 
semana, apresentou, em termos gerais uma diminuição dos ácidos gordos, com a 
exceção do ácido esteárico/oleico, que aumentou. Isto demonstra que ao longo do tempo, 
o kefir, conservado no frio, foi perdendo as suas propriedades. Relativamente ao  kefir24h 
com frutos vermelhos (preparado no dia) apresentou uma % de ácidos gordos menor do 
que o Kefir24h simples (preparado no dia). No entanto, verificou-se o oposto, no que diz 
respeito ao kefir24h com frutos vermelhos conservado no frio durante uma semana. 
Neste caso, verificou-se, no geral, um aumento dos ácidos gordos, com exceção do ácido 
palmítico e do ácido esteário/oleico, que diminuiu neste caso. Com isto conclui-se que os 
frutos vermelhos ajudaram na conservação do kefir, aumentando o conteúdo de ácidos 
gordos, ao longo de uma semana. No entanto, nem o kefir24h nem o kefir24h com frutos 
vermelhos, ambos com 1 semana, se apresentaram próprios para consumo, ocorrendo a 
sua degradação e consequentes odor e sabor desagradáveis. 
De acordo com os resultados obtidos na análise sensorial realizada para o novo 
produto, batido de kefir com frutos vermelhos, conclui-se que ao comparar o produto com 
um iogurte com frutos vermelhos comercial, apesar dos indivíduos preferirem o aspeto do 
kefir, em termos gerais, preferiram o iogurte, e afirmaram que o odor se apresentou 
bastante desagradável e que era ácido demais.  
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Posto isto, realizou-se uma outra prova, de aceitação, e de acordo com os 
resultados obtidos, de 51 provadores, 47 comprariam o produto e apenas 4 se 
recusariam. Com estes resultados, é possível concluir que, quando se comparou um 
produto comercial (bastante doce e artificial) com um produto caseiro, com um sabor 
característico e ácido, os provadores, escolhem, como seria de esperar, o mais doce. No 
entanto, provado individualmente e sem comparação, os indivíduos mostraram-se 
agradados com o kefir com frutos vermelhos. Mesmo não gostando do odor ou flavour 
residual, os provadores, em termos gerais comprariam. Tendo em conta os resultados 
que se obtiveram na prova de aceitação conclui-se que este produto foi bastante aceite 
pelos provadores, tendo alguns deles dado sugestões como, alteração do odor, 
consistência, ou utilização deste produto para barrar no pão ou bolachas, em vez de 
iogurte para beber. 
 Assim, e tendo em conta, todos os resultados, conclui-se que, em termos gerais, 
o kefir fermentado durante 24 horas demonstrou ser o mais indicado para todos os 
consumidores, principalmente os intolerantes à lactose.  
O novo produto criado foi aceite pelos provadores, no entanto, será necessário 
aprofundar este tema, no que diz respeito à sua conservação e odor. 
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8. Anexos 
8.1 Anexo 1 - Metodologia 
8.1.1 Preparação das amostras 
8.1.2 Determinação do pH 
  
 
 
 
 
 
 
8.1.3 Determinação do teor de matéria gorda 
Figura 8.1.1 - Grãos de kefir antes 
de divididos pelos frascos. 
Figura 8.1.2 - Grãos de kefir e leite, 
durante a fermentação. 
Figura 8.1.3 - Potenciómetro utilizado para a determinação do pH (Crison, 
pH-meter basic 20).  
 
Figura 8.1.5 - Exsicador com balões 
a arrefecer.  
Figura 8.1.4 - Estufa utilizada em várias 
determinações (Binder).  
 82 
8.1.4 Determinação do Teor de Proteína Bruta 
 
8.1.5 Determinação do Teor de Lactose 
 
 
 
 
 
 
8.1.6 Determinação do Teor de Açúcares Totais  
 
 
 
 
 
 
Figura 8.1.10 - Determinação da Proteína Bruta. Figura 8.1.9 - Banho utilizado para esta e outras 
determinações (Julabo). 
Figura 8.1.6 - Destilador (Foss, 
Kjeltec TM 2100). 
Figura 8.1.7- Antes da destilação (à 
esquerda) e após a destilação (à direita). 
Figura 8.1.8 - Placa de aquecimento 
(Velp). 
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8.1.7 Determinação da Cinza Total 
  
  
 
 
 
 
 
 
8.1.8 Determinação dos Ácidos Gordos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.1.11 - Bico de Bunsen. 
Figura 8.1.12 – Centrifuga (Eppendorf). 
Figura 8.1.13 -  Cromatografo Gasoso Capilar 
(Finnigan TRACE GC Ultra) 
 84 
8.1.9 Análise Sensorial 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figuras 8.1.14, 8.1.15 e 8.1.16 - Preparação do kefir com frutos vermelhos. 
Figura 8.1.17 - Tabuleiro distribuído a cada provador. O copo da esquerda 
contém o batido de kefir com frutos vermelhos, o copo do centro contém água 
e o copo da direita contém o iogurte comercial de frutos vermelhos. 
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8.2 Anexo 2 – Determinação da Acidez 
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8.3 Anexo 3 – Determinação do Teor de Matéria Gorda 
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8.4 Anexo 4 – Determinação do Teor de Proteína Bruta 
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8.5 Anexo 5 – Determinação do Teor de Lactose 
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8.6 Anexo 6 – Determinação do Teor de Açúcares Totais 
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8.7 Anexo 7 – Determinação da Cinza Total 
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8.8 Anexo 8 – Folha da prova afetiva 
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8.9 Anexo 9 – Folha da prova de aceitação 
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8.10 Anexo 10 – Tratamento Estatístico dos Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dependent 
Variable 
(I) 
Amostras (J) Amostras 
Mean 
Difference (I-J) Std. Error Sig. 
pH Kefir12h Kefir24h 1,26000 ,08769 ,014 
Kefir48h 1,59333 ,09006 ,006 
Kefir72h 1,70000 ,11294 ,001 
Leite -,75667 ,08647 ,045 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
1,63667 ,08692 ,009 
Kefir24h Kefir12h -1,26000 ,08769 ,014 
Kefir48h ,33333 ,02906 ,005 
Kefir72h ,44000 ,07409 ,083 
Leite -2,01667 ,01453 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,37667 ,01700 ,001 
Kefir48h Kefir12h -1,59333 ,09006 ,006 
Kefir24h -,33333 ,02906 ,005 
Kefir72h ,10667 ,07688 ,741 
Leite -2,35000 ,02517 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,04333 ,02667 ,645 
Kefir72h Kefir12h -1,70000 ,11294 ,001 
Kefir24h -,44000 ,07409 ,083 
 Sig. 
pH ,016 
Acidez(mL/L) ,176 
Gordura(%) ,005 
Proteína(%) ,019 
Lactose(%) ,890 
Açucares Totais(%) ,476 
Cinzas(%) ,005 
 
  pH Gordura(%) Proteína(%) Cinzas(%) 
Asymp. Sig. ,009 ,012 ,023 ,017 
Tabela 8.10.1 – Teste da Homogeneidade das Variâncias. 
Tabela 8.10.2 – Teste Kruskal-wallis para o pH, teor de matéria gorda (gordura), proteína e 
cinzas. 
Tabela 8.10.3 – Teste de comparações múltiplas, Teste Gomes-Howell (Post Hoc), para 
o pH, para o teor de matéria gorda, de proteína e cinzas. 
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Kefir48h -,10667 ,07688 ,741 
Leite -2,45667 ,07265 ,003 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,06333 ,07318 ,927 
Leite Kefir12h ,75667 ,08647 ,045 
Kefir24h 2,01667 ,01453 ,000 
Kefir48h 2,35000 ,02517 ,000 
Kefir72h 2,45667 ,07265 ,003 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
2,39333 ,00882 ,000 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h -1,63667 ,08692 ,009 
Kefir24h -,37667 ,01700 ,001 
Kefir48h -,04333 ,02667 ,645 
Kefir72h ,06333 ,07318 ,927 
Leite -2,39333 ,00882 ,000 
Gordura(%) Kefir12h Kefir24h ,65333 ,17704 ,156 
Kefir48h ,49333 ,16045 ,291 
Kefir72h ,54000 ,15990 ,252 
Leite -,40333 ,21074 ,501 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,12000 ,16114 ,957 
Kefir24h Kefir12h -,65333 ,17704 ,156 
Kefir48h -,16000 ,07888 ,511 
Kefir72h -,11333 ,07775 ,717 
Leite -1,05667 ,15776 ,029 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,77333 ,08028 ,024 
Kefir48h Kefir12h -,49333 ,16045 ,291 
Kefir24h ,16000 ,07888 ,511 
Kefir72h ,04667 ,02108 ,404 
Leite -,89667 ,13888 ,076 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,61333 ,02906 ,000 
Kefir72h Kefir12h -,54000 ,15990 ,252 
Kefir24h ,11333 ,07775 ,717 
Kefir48h -,04667 ,02108 ,404 
Leite -,94333 ,13824 ,071 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,66000 ,02582 ,001 
Leite Kefir12h ,40333 ,21074 ,501 
Kefir24h 1,05667 ,15776 ,029 
Kefir48h ,89667 ,13888 ,076 
Kefir72h ,94333 ,13824 ,071 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,28333 ,13968 ,516 
Iogurte 
líquido 
Kefir12h ,12000 ,16114 ,957 
Kefir24h ,77333 ,08028 ,024 
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natural 
açucarado 
Kefir48h ,61333 ,02906 ,000 
Kefir72h ,66000 ,02582 ,001 
Leite -,28333 ,13968 ,516 
Proteína(%) Kefir12h Kefir24h -,11333 ,09922 ,839 
Kefir48h -,19000 ,12120 ,672 
Kefir72h -,13000 ,05055 ,300 
Leite ,21000 ,02981 ,048 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
1,09667 ,04177 ,000 
Kefir24h Kefir12h ,11333 ,09922 ,839 
Kefir48h -,07667 ,15136 ,993 
Kefir72h -,01667 ,10382 1,000 
Leite ,32333 ,09545 ,250 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
1,21000 ,09983 ,013 
Kefir48h Kefir12h ,19000 ,12120 ,672 
Kefir24h ,07667 ,15136 ,993 
Kefir72h ,06000 ,12499 ,993 
Leite ,40000 ,11813 ,251 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
1,28667 ,12170 ,022 
Kefir72h Kefir12h ,13000 ,05055 ,300 
Kefir24h ,01667 ,10382 1,000 
Kefir48h -,06000 ,12499 ,993 
Leite ,34000 ,04269 ,045 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
1,22667 ,05175 ,000 
Leite Kefir12h -,21000 ,02981 ,048 
Kefir24h -,32333 ,09545 ,250 
Kefir48h -,40000 ,11813 ,251 
Kefir72h -,34000 ,04269 ,045 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,88667 ,03180 ,002 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h -1,09667 ,04177 ,000 
Kefir24h -1,21000 ,09983 ,013 
Kefir48h -1,28667 ,12170 ,022 
Kefir72h -1,22667 ,05175 ,000 
Leite -,88667 ,03180 ,002 
Cinzas(%) Kefir12h Kefir24h -,38667 ,19264 ,526 
Kefir48h -,22000 ,30708 ,969 
Kefir72h -,76333 ,20415 ,172 
Leite -,06000 ,19166 ,999 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,60000 ,19166 ,287 
Kefir24h Kefir12h ,38667 ,19264 ,526 
Kefir48h ,16667 ,24085 ,966 
Kefir72h -,37667 ,07341 ,099 
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Leite ,32667 ,02108 ,009 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,21333 ,02108 ,022 
Kefir48h Kefir12h ,22000 ,30708 ,969 
Kefir24h -,16667 ,24085 ,966 
Kefir72h -,54333 ,25016 ,461 
Leite ,16000 ,24007 ,971 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,38000 ,24007 ,671 
Kefir72h Kefir12h ,76333 ,20415 ,172 
Kefir24h ,37667 ,07341 ,099 
Kefir48h ,54333 ,25016 ,461 
Leite ,70333 ,07079 ,034 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,16333 ,07079 ,443 
Leite Kefir12h ,06000 ,19166 ,999 
Kefir24h -,32667 ,02108 ,009 
Kefir48h -,16000 ,24007 ,971 
Kefir72h -,70333 ,07079 ,034 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,54000 ,00816 ,000 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h ,60000 ,19166 ,287 
Kefir24h ,21333 ,02108 ,022 
Kefir48h ,38000 ,24007 ,671 
Kefir72h -,16333 ,07079 ,443 
Leite ,54000 ,00816 ,000 
 
 
 Sig. 
Acidez(mL/L) Between Groups ,000 
Within Groups   
Total   
Lactose(%) Between Groups ,000 
Within Groups   
Total   
Açucares Totais(%) Between Groups ,000 
Within Groups   
Total   
 
 
 
Tabela 8.10.4 – Teste ANOVA para o teor de acidez, de lactose e açúcares totais. 
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Dependent 
Variable 
(I) 
Amostras (J) Amostras 
Mean 
Difference (I-J) Std. Error Sig. 
Acidez(mL/L) Kefir12h Kefir24h -156,500 7,3887 ,000 
Kefir48h -217,000 7,3887 ,000 
Kefir72h -268,000 7,3887 ,000 
Leite 76,833 7,3887 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-175,500 7,3887 ,000 
Kefir24h Kefir12h 156,500 7,3887 ,000 
Kefir48h -60,500 7,3887 ,000 
Kefir72h -111,500 7,3887 ,000 
Leite 233,333 7,3887 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-19,000 7,3887 ,178 
Kefir48h Kefir12h 217,000 7,3887 ,000 
Kefir24h 60,500 7,3887 ,000 
Kefir72h -51,000 7,3887 ,000 
Leite 293,833 7,3887 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
41,500 7,3887 ,001 
Kefir72h Kefir12h 268,000 7,3887 ,000 
Kefir24h 111,500 7,3887 ,000 
Kefir48h 51,000 7,3887 ,000 
Leite 344,833 7,3887 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
92,500 7,3887 ,000 
Leite Kefir12h -76,833 7,3887 ,000 
Kefir24h -233,333 7,3887 ,000 
Kefir48h -293,833 7,3887 ,000 
Kefir72h -344,833 7,3887 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-252,333 7,3887 ,000 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h 175,500 7,3887 ,000 
Kefir24h 19,000 7,3887 ,178 
Kefir48h -41,500 7,3887 ,001 
Kefir72h -92,500 7,3887 ,000 
Leite 252,333 7,3887 ,000 
Lactose(%) Kefir12h Kefir24h ,477 ,01622 ,000 
Kefir48h ,807 ,01622 ,000 
Kefir72h ,947 ,01622 ,000 
Leite -,453 ,01622 ,000 
Tabela 8.10.5 – Teste de comparações múltiplas, Teste Post Hoc, para o teor de 
acidez, lactose e açúcares totais. 
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Iogurte líquido natural 
açucarado 
,317 ,01622 ,000 
Kefir24h Kefir12h -,477 ,01622 ,000 
Kefir48h ,330 ,01622 ,000 
Kefir72h ,470 ,01622 ,000 
Leite -,930 ,01622 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,160 ,01622 ,000 
Kefir48h Kefir12h -,807 ,01622 ,000 
Kefir24h -,330 ,01622 ,000 
Kefir72h ,140 ,01622 ,000 
Leite -1,260 ,01622 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,490 ,01622 ,000 
Kefir72h Kefir12h -,947 ,01622 ,000 
Kefir24h -,470 ,01622 ,000 
Kefir48h -,140 ,01622 ,000 
Leite -1,400 ,01622 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-,630 ,01622 ,000 
Leite Kefir12h ,453 ,01622 ,000 
Kefir24h ,930 ,01622 ,000 
Kefir48h 1,260 ,01622 ,000 
Kefir72h 1,400 ,01622 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
,770 ,01622 ,000 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h -,317 ,01622 ,000 
Kefir24h ,160 ,01622 ,000 
Kefir48h ,490 ,01622 ,000 
Kefir72h ,630 ,01622 ,000 
Leite -,770 ,01622 ,000 
Açucares 
Totais(%) 
Kefir12h Kefir24h ,450 ,01610 ,000 
Kefir48h ,907 ,01610 ,000 
Kefir72h 1,157 ,01610 ,000 
Leite -,207 ,01610 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-7,723 ,01610 ,000 
Kefir24h Kefir12h -,450 ,01610 ,000 
Kefir48h ,457 ,01610 ,000 
Kefir72h ,707 ,01610 ,000 
Leite -,657 ,01610 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-8,173 ,01610 ,000 
Kefir48h Kefir12h -,907 ,01610 ,000 
Kefir24h -,457 ,01610 ,000 
Kefir72h ,250 ,01610 ,000 
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Leite -1,113 ,01610 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-8,630 ,01610 ,000 
Kefir72h Kefir12h -1,157 ,01610 ,000 
Kefir24h -,707 ,01610 ,000 
Kefir48h -,250 ,01610 ,000 
Leite -1,363 ,01610 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-8,880 ,01610 ,000 
Leite Kefir12h ,207 ,01610 ,000 
Kefir24h ,657 ,01610 ,000 
Kefir48h 1,113 ,01610 ,000 
Kefir72h 1,363 ,01610 ,000 
Iogurte líquido natural 
açucarado 
-7,517 ,01610 ,000 
Iogurte 
líquido 
natural 
açucarado 
Kefir12h 7,723 ,01610 ,000 
Kefir24h 8,173 ,01610 ,000 
Kefir48h 8,630 ,01610 ,000 
Kefir72h 8,880 ,01610 ,000 
Leite 7,517 ,01610 ,000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
